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Introducere

Afectiunile oculare compromit calitatea vietii pentru milioane de persoane din
toata lumea. La oameni, degenerarea fotoreceptorilor este principala cauza a
unui grup de deficiente ereditare, numite boli degenerative ale retinei (retinal
degenerative diseases -RDDs). Pana acum, au fost identificate mutatii in peste
200 de gene si peste 250 de loci genetici au fost asociati cu RDDs (RetNet,
https://sph.uth.edu/retnet/) (Figura 1), afectiuni care au o gama larga de man-
ifestari clinice. Distrofiile retiniene pot afecta unul sau ambele tipuri de fotore-
ceptori precum si alte tesuturi ale ochilor si pot face parte dintr-o boala sistemica

mai complexa care afecteaza diverse tesuturi si organe la indivizii afectati.
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Figura 1: Diagrama genelor cauzatoare de retinopatii, cartate si identi-

ficate. Numairul genelor identificate (cu rogu) si al locilor genetici cartati (cu albastru) este
reprezentat pe perioada 1980-2016 (RetNet, May 11, 2016).

RDDs sunt afectiuni foarte eterogene din punct de vedere clinic si genetic, care
pot afecta diverse aspecte ale functiei fotoreceptoare normale. Desi s-a dovedit
ca mutatii intr-un numar ridicat de gene cauzeaza boli ale retinei, acestea explica
doar o mica parte dintre cazurile observate gi exista multe lacune in ceea ce se

stie despre mecanismele moleculare care stau la baza acestora, optiunile de trata-



ment disponibile fiind astfel limitate. in ultimele decenii, tehnici precum analiza
inlantuirii, cartarea homozigotiiei si secventializarea tintita au fost aplicate cu
succes pentru identificarea genei raspunzatoare pentru boala. Mai recent, tehni-
cile de secventializare de noua generatie (NGS) au oferit posibilitati din ce in ce
mai mari pentru identificarea mai rapida si mai eficienta a genei cauzatoare de
boala, pentru descoperirea de noi asocieri genotip-fenotip si pentru identificarea
factorilor genetici care afecteaza severitatea fenotipului si progresul bolii. Lu-
crarea de fata descrie aplicarea cu succes a metodelor genetice moleculare, NGS
si bioinformatice in descoperirea formei defecte a genei pentru RDD cu mani-
festari fenotipice diferite. Caracterizarea genetica, inclusiv identificarea de noi
gene cauzatoare de boala sau de noi variante genetice la gene cunoscute, este o
cerinta importanta pentru interventia terapeutica si poate servi ca baza pentru

dezvoltarea de noi metode terapeutice.

Boli degenerative ale retinei (RDDs)

In linii mari, RDDs pot fi impartite in afectiuni monogenice si multifactoriale.
Subtipurile monogenice sunt cauzate de mutatii intr-o singura gena, care urmeaza
un model mendelian de transmitere gi pot fi autosomal dominante (AD), autoso-
mal recesive (AR) sau recesive legate de cromozomul X (X-lincat - XL). Retinita
pigmentara (RP), nictalopia stationara congenitala (CSNB), distrofiile fotorecep-
torilor cu conuri si cu conuri si bastonage (CD gi CRD), amauroza congenitala
Leber (LCA) si degenerescenta maculara (MD) sunt cateva dintre subtipurile
monogenice (Berger et al., 2010). Entitatile multifactoriale complexe rezulta
din interactiunea mai multor factori genetici i non-genetici (epigenetici sausi
de mediu) gi includ degenerescenta maculara corelata cu varsta, retinopatia dia-
betica si glaucomul (CookeBailey et al., 2013). Lucrarea de fata se concentreaza
pe distrofiile retiniene cauzate de mutatii intr-o singura gena.

Bolile retiniene monogenice afecteaza aproximativ 1 din 2000 de indivizi (Berger
et al., 2010), manifestandu-se prin disfunctii ugoare ale retinei, degenerare severa
a retinei sau cecitate legala. Pentru majoritatea RDDs nu exista optiuni de trata-
ment, iar diagnosticarea lor moleculara e ingreunata de eterogenitatea genetica

si fenotipica extrem de ridicata. Din aceasta cauza, o diagnostic genetic cert



este posibil numai pentru aproximativ jumatate dintre cei afectati (Berger et al.,
2010).

RDDs pot fi impartite in mai multe categorii in functie de implicarea celulelor
cu bastonase versus conuri, degenerarea generalizata a fotoreceptorilor si a tesuturilor
de sustinere ale acestora, precum si implicarea altor tesuturi oculare. Pierderea
initiala a fotoreceptorilor cu bastonase este deseori urmata de disfunctia conurilor
in cazul RP, insa un defect initial la nivelul conurilor poate sau nu sa fie insotit de
implicarea celulelor cu bastonase. Atat celulele cu conuri cat si cele cu bastonase
sunt afectate in cazul CRD, dar numai fotoreceptorii cu conuri degenereaza in
cazul CD. MD atrage dupa sine o disfunctie mai generalizata a fotoreceptorilor si
a tesuturilor de sustinere a retinei din regiunea maculara, rezultand in pierderea
vederii centrale. Distrofiile monogenice ale retinei pot fi la randul lor clasificate
in forme non-sindromice (cand doar tesuturile oculare sunt afectate, de ex. RP,
CD, CRD, LCA etc.) si sindromice ale bolii (cand fenotipul ocular este asociat cu
patologia multor altor tesuturi). Printre afectiunile sindromice se numara sindro-
mul Usher (o combinatie intre RP si deficienta auditiva), sindromul Bardet-Biedl
(ale carui caracteristici principale includ RP, polidactilie, obezitate, anomalii re-
nale gi genitale, intarzieri in dezvoltare, dificultati de invatare), sindromul Al-
strom (o distrofie progresiva a fotoreceptorilor cu conuri gi bastonage insotita
de numeroase manifestari sistemice precum pierderea senzorineurala a auzului,
obezitate, statura mica la maturitate, diabet de tip II, cardiomiopatie, disfunctie
pulmonara, hepatica si renala progresive) (Berger et al., 2010). Deseori corelatii
clare genotip-fenotip sunt greu de facut din cauza suprapunerii genetice si clinice
intre diversele forme ale bolii (Figura 2) (Berger et al., 2010, Siemiatkowska et
al., 2014).

Caracteristici clinice multiple pot fi determinate de mutatii ale aceleiasi gene
(de ex. mutatiile ABCA4 si RPEG5 cauzeaza de obicei aparitia MD si, respec-
tiv, LCA, dar sunt deseori asociate unui fenotip asemanator RP). Mutatii in
cadrul aceleiagi gene care urmeaza modele de transmitere ereditara diferite (de
ex. mutatii AD in gena GUCY2D cauzeaza CRD, in timp ce mutatii AR cauzeaza
LCA) sau cele care afecteaza regiuni functionale diferite ale proteinei codificate
pot rezulta, de asemenea, in forme fenotipice diferite ale bolii (de ex. mutatii la
capatul 3’ al exonului alternativ ORF15 al genei RPGR tind sa provoace CRD



MD

Figure 2: Suprapunerea genetica a genelor cauzatoare de distrofie a
celulelor cu conuri si cu conuri si bastonage cu alte forme de afectiuni
ale retinei. Simbolurile genelor care fac parte din zonele suprapuse arata ci mutatii ale
aceleiagi gene pot duce la manifestari fenotipice diferite. Cerculetele colorate indica forme
diferite de degenerescenta retiniana. CSNB, nictalopia stationard congenitala; CRD, distrofia
celulelor cu conuri si bastonage; CD, distrofia celulelor cu conuri; RP, retinita pigmentara;
ACHM, acromatopsia; MD, degenerescenta maculara; LCA, amauroza congenitala Leber si

forme sindromice de retinopatii (modificat dupa Berger et al., 2010).



si nu RP) (Berger et al., 2010). Mai mult decat atat, mutatiile din genele asoci-
ate bolii sindromice pot si ele provoca afectiunea retiniana non-sindromica (de ex.
mutatii in gena CEP290 sunt asociate cu sindroamele Bardet-Biedl, Senior-Loken
si Joubert, dar provoaca de asemenea LCA). Prin urmare, este important ca o
descriere clinica minutioasa a fenotipului precum si a descoperirilor aditionale,
ca de pilda caracteristici sindromice, sa fie disponibila pentru o caracterizare

moleculara optima.

Tehnici ale biologiei moleculare utilizate pentru identificarea

cauzel bolii

De-a lungul ultimelor decenii au fost dezvoltate mai multe strategii care au aju-
tat la imbunatatirea sanselor de identificare a mutatiilor detrimentale in cazul
afectiunilor retinei (Neveling et al., 2013, Ratnapriya et al., 2013, Siemiatkowska
et al., 2014).

Cunoasterea arborelui genealogic este un prim pas important in identificarea
genei responsabile de boala, deoarece de multe ori ofera indicii esentiale cu privire
la o potentiala selectie a genelor care trebuie luate in considerare prima data
cand se efectueaza testarea genetica moleculara. O genealogie care se intinde de-
a lungul mai multor generatii impreuna cu un istoric detaliat al cazurilor ofera
informatii despre relatiile de familie si despre posibilitatea de a prevedea modelul
de ereditate urmat de o anumita trasatura (caracter fenotipic). Cu toate acestea,
uneori un individ diagnosticat cu o anume afectiune nu are alti membri ai familiei
cu aceeagi maladie de ex. ca urmare a unor mutatii de novo (o mutatie care apare
pentru prima oara intr-o familie). O anumita trasatura poate manifesta grade
variabile de penetrare, caz in care nu toti indivizii purtatori ai unei anume mutatii
vor prezenta simptome clinice similare. De asemenea, factori de mediu sau factori
genetici suplimentari prezenti in alti indivizi pot duce la semne mai usoare ale
manifestarii bolii sau la o varsta mai inaintata la care se declanseaza boala.

Strategiile initiale de screening folosite pentru descoperirea mutatiilor detri-
mentale implica adesea o analiza tintita a ”zonelor fierbinti” ale mutatiilor (regiuni
unde se observa cu frecventa mai ridicata mutatii), a anumitor mutatii fondatoare

(mutatii care au loc ca rezultat al pierderii variatiei genetice atunci cand un numar



mic de indivizi pune bazele unei noi populatii) sau o selectie a mutatiilor frecvent
identificate in cazuri similare, urmate de secventializarea altor exoni ai unei gene
(Berger et al., 2010, Siemiatkowska et al., 2014). Secventializarea Sanger este
tehnica folosita cel mai des pentru analizarea tintita a mutatiilor specifice care
apar intr-un subgrup de gene sau pentru screening-ul tintit al genelor cu un numar
limitat de exoni. Printre avantajele acesteia, se numara precizia, viteza si costul
relativ scazut, insa folosirea acestei metode pentru screening-uri la scara larga
ar necesita o utilizare intensiva a fortei de munca. Daca nu se identifica mutatii
cunoscute folosind secventializarea tintita Sanger, mostrele pot fi analizate cu
ajutorul strategiilor de screening la scara larga, precum mutatiile punctiforme
(polimorfismul la nivelul unei singure nucleotide) (SNP) sau strategii NGS.
Strategiile NGS permit o analiza comprehensiva a intregului genom sau a an-
umitor parti din acesta si fac posibila identificarea eficienta a mutatiilor si a unor
noi gene cauzatoare de boala chiar si in familii mici cu un numar restrans de mem-
bri afectati sau cu indivizi fara legaturi de rudenie (Metzker et al., 2010, Ng et al.,
2010). Analizarea tintita a tuturor sau a unui anume subgrup de gene implicate
anterior in afectiuni ale retinei poate fi efectuata utilizandu-se o abordare tintita
NGS. Secventializarea tintita este rentabila, permite identificarea mutatiilor in
gene cauzatoare de boala cunoscute deja si ofera flexibilitate in ceea ce priveste
diagnosticul clinic, ceea ce poate fi dificil de facut avand in vedere suprapunerea
fenotipica intre diversele forme ale afectiunilor retiniene. Aceasta abordare este
folositoare si in cazuri izolate, cand mutatiile de novo au loc doar la un membru al
familiei (Siemiatkowska et al., 2014). Daca abordarea tintita nu dezvaluie o posi-
bila varianta cauzatoare de boala, se ia in considerare de obicei secventializarea
exomului. Secventializarea intregului exom (WES) este secventializarea tintita
a tuturor regiunilor care codifica proteine (exoni), ceea ce constituie ~1-2%
din genomul uman (Ng et al., 2009) si care adapostesc ~85% dintre mutatiile
rare care afecteaza functia proteica (Cooper1995). Secventializarea exomului
in scopul identificarii de noi gene responsabile de boala sau de variante genet-
ice care pot cauza boli in cadrul unor afectiuni mendeliene rare se bucura de o
larga recunoagtere (Ng et al., 2010, Bamshad et al., 2011, Gilissen et al., 2011).
Secventializarea exomului este adecvata pentru diagnosticarea moleculara a unor

familii cu efectiv mic, afectate de boli eterogene din punct de vedere genetic si



fenotipic, precum RDDs. Rata de succes a WES cregte in mod semnificativ atunci
cand se foloseste in combinatie cu informatia pozitionala obtinuta din analiza de
inlantuire sau HM cu mai multe exemple in RDD (Estrada-Cuzcano et al., 2012,
Neveling et al., 2013, Roosing et al., 2013, Kohl et al., 2015). Cu toate acestea,
analizarea datelor obtinute prin WES poate fi o provocare din cauza numarului
mare de variante identificate, ceea ce mareste probabilitatea descoperirilor inci-
dentale (Neveling et al., 2013). Analizarea riguroasa a datelor gi filtrarea atenta
a variantelor sunt esentiale pentru identificarea precisa a variantelor genetice
asociate bolii. Limitarile secventierii exomului se refera la imposibilitatea de a
analiza regiuni genomice conservate sau cu rol reglator, din afara regiunii codifi-
catoare si pot duce la o scadere sau la un dezechilibru in nivelurile de transcript.
WES nu detecteaza variantele necodificatoare sau profund intronice, alterarile ge-
nomice extinse si variantele structurale (insertiile, deletiile, duplicarile, variantele
numarului de copii, inversiunile si translocarile), desi insertii si deletii minore
prezente in interiorul regiunii codificatoare pot fi uneori detectate cu succes (Ng
et al., 2009, Bamshad et al., 2011, Ratnapriya et al., 2013, Siemiatkowska et al.,
2014). In acelagi timp, permite analizarea a de 20 de ori mai multe mostre decat
secventializarea intregului genom (WGS) si de aceea este solutia optima pentru
identificarea variantelor rare cu implicatie medicala (Ng et al., 2009). WGS poate
fi folosit pentru identificarea variantelor din exteriorul regiunilor codificatoare in
cazurile in care alte metode nu dau rezultat (Audo et al., 2012, Nishiguchi et al.,
2013). Pe masura ce costurile legate de WGS scad, aceasta devine disponibila
pentru o gama mai extinsa de laboratoare, insa limitarile tehnologice legate de
analizarea gi gestionarea unor seturi mari de date sunt inca valabile (Ratnapriya
et al., 2013, Siemiatkowska et al., 2014). Din cele ~3 milioane de variante de-
tectate in fiecare genom individual, o potentiala varianta cauzatoare de boala
este dificil de identificat si, in plus, efectele variantelor cu rol reglator si intronice
nu sunt clare, studii suplimentare fiind necesare pentru a intelege implicatia lor

functionala (Siemiatkowska et al., 2014).



Grupul de populatie studiat

Populatiile israeliene si palestiniene includ un numar insemnat de subpopulatii
semi-izolate, in randul carora frecventa casatoriilor intracomunitare este relativ
ridicata (Cohen et al., 2004). Aceste grupuri etnice includ evrei de diverse origini,
subpopulatii arab-musulmane, arab-crestine, de beduini si druzi care difera din
punctul de vedere al religiei si al originii geografice/culturale (Vardi-Saliternic et
al., 2002, Zlotogora et al., 2010, Lazar et al., 2015a). Drept consecinta, casatoriile
consangvine sunt larg raspandite, ceea ce a dus la o alcatuire genetica unica
(Vardi-Saliternic et al., 2002, Beryozkin et al., 2014). Rata de consangvinitate
este printre cele mai ridicate la beduini, unde in jur de 70% dintre cdsatorii au loc
intre veri de gradul al doilea sau mai apropiati (Zlotogora et al., 2010). In randul
musulmanilor arabi si al druzilor, mai mult de 25% dintre casatorii au loc intre
veri primari, iar inca 20% dintre casatorii sunt intre soti inruditi in alte moduri
(Beryozkin et al., 2014). Drept comparatie, mai putin de 1% dintre casatorii sunt
consangvine in randul populatiei nord-americane (Beryozkin et al., 2014).

Proportia relativ ridicata de consangvinitate are ca rezultat o frecventa mai
mare a bolilor ereditare, in special a celor cu model de transmitere AR (Zlotogora
et al., 2010). Acest lucru este de asemenea valabil pentru distrofii retiniene in
care mutatiile homozigote cauzatoare de boala sunt deseori identificate (Zelinger
et al., 2010, Cohen et al., 2012, Beryozkin et al., 2015). De exemplu, s-a dovedit ca
49% dintre cazurile de RP dintr-o cohorta de 183 de familii sunt AR ca urmare a
consangvinitatii gi a admixturii limitate in randul diferitelor subpopulatii (Sharon
et al., 2015). In schimb, transmiterea ereditard AD a RP in randul populatiilor
israeliene si palestiniene nu este frecventa, cu doar 8% spre deosebire de 30% pana
la 40% la alte populatii (Hartong et al., 2006, Sharon et al., 2015). Incidenta
ridicata a afectiunii AR mareste posibilitatea descoperirii de noi gene si de noi
mutatii in gene cunoscute.

Astfel, modurile de transmitere ereditara si cauzele genetice ale bolilor in
Israel difera de cele intalnite la populatii europene si nord-americane, facand ca
populatia israeliana sa fie o sursa bogata de informatie pentru noi descoperiri in

domeniul geneticii.



Rezultate

Analiza SNP a intregului genom urmata de WES a fost efectuata pe un set initial
de 27 de indivizi din 8 familii neinrudite cu fenotipuri retiniene dominate de celule
cu conuri (Figura 3). Familiile MOL0490, MOL0859 si MOL1103 au prezentat
un model ereditar aparent AD, familiile MOL0056, MOLO0858 si MOL0339 erau
consangvine cu ereditate AR si segregarea bolii sugera ereditate XL sau AR la
familiile MOL0107 si MOLO0048. Ca parte a unui efort continuu de a caracteriza
afectiunile retiniene la populatia israeliana, un set suplimentar de 20 (Tabel 1.)
de familii prezentand diverse forme de degenerescenta retiniana au fost studiate
ulterior.

Analiza moleculara genetica care a inclus screening-ul familiei pentru de-
pistarea mutatiilor fondatoare printre familiile cu aceeasi origine etnica nu a rel-
evat mutatii cauzale (Lazar et al., 2015a). Analiza SNP a intregului genom a
relevat sase regiuni genomice homozigote la familia MOL0858 pecromozomii 2, 8,
11, 16 si 21 i o singura regiune homozigota la familia MOL0339 pe cromozomul
2 (Tabel 2). Analiza SNP a intregului genom a fost de asemenea efectuata pe
unii membri a 5 dintre cele 20 de familii studiate aditional: MOL0360, MOL0364,
MOL0474, MOLO0679 si MOLO0563 (Tabel 2).



MOL0083

GUCY2D
M=c.2513G>A

(p.R838H)

' o

2
M/+

[

p

TT

y OB oo

MOL0859
GUCY2D
M=c.2513G>A
(p.R838H)

| Q——!

M/+

.. 5

71

M/+

!

+/+

10

MOL0248
GUCY2D
M=c.2513G>A
(p.R838H)

7

M/+



B MOL0490 MOL1103

GucyYa2b GUCY2D
M=c.2512C>T M=c.2512C>T
(p.R838C) (p.R838C)
+\+ M/+
2 ~
M/+ |v|/+ M/+
. N
1 3
M/+ +/+
MOL0508 MOL0430
GUCY2D GUCY2D
M=c.2521G>A M=c.2538G>C
(p.E841K) (p.K846N)

zﬁ oom
é,ﬁmé

11



C MOL0339

ALMS1
Ma=c.808C>T (p.R270%) MOL0056
DYSF CDHR1
Mp1=c.4741C>T (p.R1581C) M=c.1381C>T
Mp2=c.6209A>G (p.Y2070C) (p.Q461%)
2:2
|
Pl
2
M/M
Il
5
Ma,Mp1,Mp2/+
1 5 6
é) é) ‘ ‘ M+ MM MM
WES | HM WES |HM WES | HM WES |HM
1]
1 2 73 4
+/+ Ma/+ Ma/Mp Ma/Mp
++ Mp4/+  Mp1/Mp1  Mp1/Mp+ MOLO0107
++ Mpz/+  Mp2/Mp2  Mp2/Mp2 CACNA1F
M1=c.1435G>A
MOL0858 (p.G479R)
C8orf37 ALMS1
M=c.529C>T M2=c.2084C>G
(p.R177W) (p.S695%)
' L]
3 M3
1+
M/+ Ma/+
2 o o 2
M/M M/M M1 M
Ma/+ Ma/+
MOL0048
XL/AR
CRD

R Ay

Figura 3: Structura pedigree-ului familiilor studiate. Se arati identificatorii
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familiilor, numele genelor si modificarile de codificare identificate. Segregarea din familii este in-
dicatd n felul urmator: M/M, homozigota pentru mutatie; M/+, heterozigotd; 4+ /4 homozigota
pentru alele de tip salbatic. Simbolurile umplute reprezinta indivizi afectati, simbolurile goale
reprezinta indivizi neafectati, cercurile si patratele reprezinta persoane de sex feminin, respec-
tiv masculin, romburile reprezinta indivizi de sex necunoscut, un cerculet reprezintda un copil
mort la nagtere. Numerele din interiorul simbolurilor indica numarul de frati similari de acelagi
sex. Sagetile rosii reprezinta cazurile de referinta. Casatoriile consangvine sunt reprezentate
de linii duble, iar relatiile ntre veri primari sunt marcate de 2:2. (A) Familii cu model ereditar
dominantcu mutatii p.R838H GUCY2D. (B) Familii cu model ereditar dominantal mutatiilor
p-R838C, p.E841K gi p.K846N GUCY2D. (C) Familii cu model ereditar recesiv cu mutatii
ALMS1, CDHR1, C80rf87, CACNAI1F i familia nerezolvatda MOL0048 (modificat dupa Lazar
et al., 2015a).

Analizarea datelor WES a dus la identificarea a cinci mutatii descoperite an-
terior si a patru noi variante potential cauzatoare de boala (Tabel 3). S-a de-
scoperit ca familiile MOL0490, MOLO0859 si MOL1103 erau purtatoare de mutatii
ale genei GUCY2D. La familiille MOL0056, MOLO0107 si MOL0858 am identifi-
cat mutatii cunoscute la genele CDHR1, ALMS1 si, respectiv, C8orf37. O noua
varianta a genei ALMS1 a fost identificata la familia MOL0339 si o a doua noua
varianta potential asociata maladiei, in gena CACNAI1F a fost identificata la fa-
milia MOLO0107. Toate variantele au fost validate de secventializarea Sanger si
segregate cu fenotipul afectiunii. O analiza complexa a variantelor identificate
din datele exomului nu a relevat o potentiala mutatie cauzatoare care a aratat
segregare cu boala la familia MOL0048 (Lazar et al., 2015a).
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Tabel 1: Lista familiilor aditionale cu diverse forme de degenerescenta
retiniana.

Identificator al | Tipul prezumptiv de Fenotip Cartarea
familiei transmitere ereditara homozigotiei
1 MOLO0061 XL/AR CRD NU
2 MOL0360 AR CRD DA
3 MOL0364 AR CRD DA
-+ MOL0454 AR/XL CRD NU
5 MOL0474 AR CRD+Surzire DA
6 MOL0679 XL/AR CRD/Sindrom Usher DA
7 MOLI1124 AR CD/CRD/ACHM/LCA NU
8 MOL1182 AR CRD/CD NU
9 MOLI1190 XL ACHM/CRD NU
10 MOL0499 AR Maculopatie NU
11 MOLO0563 AR Maculopatie DA
12 MOLO0584 AD/AR Maculopatie NU
13 MOL1126 AR/AD Maculopatie NU
14 MOL1152 AR Maculopatie NU
15 MOL1154 AD Maculopatie NU
16 MOL0039 XL/AR RP NU
17 MOLO0331 XL/AR RP NU
18 MOL0622 AD/XL RP NU
19 MOLO0625 AD/XL RP NU
20 MOLOUB64 AR RP NU

CRD, distrofia celulelor cu conuri gi bastonage; CD, distrofia celulelor cu conuri; ACHM, acro-
matopsia; LCA, amauroza congenitala Leber, RP, retinita pigmentars; XL, X-lincat; AR, au-

tosomal recesiv; AD, autosomal dominant. .
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Tabel 2: Regiuni homozigote de segregare la familiile studiate.

Identificator al . .. .
familiei Fenotip Regiuni homozigote de segregare
MOLO0339 CRD chr2: 499M-84.3M
chrl: 92M-109M, chr2: 180M-204M, chr3: 53M-68M \c{s}i
MOLO360 CRD 95M-109M, chrd: 37M-58M, chrl8: 8M-55M
MOLO0364 CRD chr2: 224M-238M, chr3: 153M-175M, ch21: 19M-39M
MOL0474 CRD+Surzire chr7: 70M-78M, chr16: 17M-64M
MOLO0563 Maculopatie/ACHM chr8: 73M-95M
MOL0679 CRD/Sindrom Usher chr9: 20M-85M, chr19: 15M-49M
chr2: 8M-15M si 224M-228M, chr8: 76M-103M,
MOLO0858 CRD chrl1: 110M-118M.chrl6: 53M-59M, chr21: 23M-27M

CRD, distrofia celulelor cu conuri si bastonage; ACHM, acromatopsia.
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CD, distrofia celulelor cu conuri; CRD, distrofia
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celulelor cu conuri si bastonage; RD, distrofie retiniana; LGMD2B, distrofia musculara a
centurilor de tip 2B; AD, autosomal dominant; AR, autosomal recesiv; XL, X-lincat.
**Pozitia nucleotidica a fiecarei variante genetice e bazat

*Modificat dupa Lazar et al., 2015a.




Bank (numéir de inventar): GUCY2D (NM_000180), CDHR1 (NM_001171971), CACNAIF
(NM.001256789), ALMS! (NM_015120), DYSF (NM_003494.3), C8orf37 (NM_177965);
Numarul nucleotidelor reflectd numerotarea cADN-ului cu +1 corespunznd A din codonul de
initiere a translatiei ATG in secventa de referinta. Codonul de initiere este codonul 1.
tPublicat de Lazar et al., 2015a.

T Publicat deLazar et al., 2015b.

Familii autosomal dominante cu variante ale genei
GUCY2D

Doua mutatii cu sens gresit ale genei GUCY2D care urmeaza un model eredi-
tar dominant, au fost identificate la trei familii (Tabel 3) (Figura 3) (Lazar et
al., 2015a). Familiile MOL0490 si MOL1103 au prezentat mutatia ¢.2512C>T
(p.R838
C) (Kelsell et al., 1998), iar familia MOL0859 mutatia ¢.2513G>A (p.R838H)
(Weigell-Weber et al., 2000) in exonul 13 al genei GUCY2D. Anterior, nu fus-
esera descrise mutatii ale genei GUCY2D la pacientii cu afectiuni retiniene din
populatia israeliana. Pentru a gasi si alte familii cu mutatia GUCY2D, am
efectuat secventializarea Sanger tintita a exonilor 13 si 14 la 106 alte cazuri de
referinta israeliene selectate din peste 1300 de familii cu afectiune retiniana eredi-
tara (Lazar et al., 2015a). Acest lucru a rezultat in identificarea altor patru familii
cu mutatie la nivelul genei GUCY2D (Tabel 3) (Figura 3). S-a descoperit ca fa-
milia MOLO0083, caracterizata cu boala dominata cu afectiunea celulelor cu conuri,
mostenita in mod autosomal dominant, si un caz izolat din familia MOL0248, erau
purtatori ai secventei heterozigote modificate ¢.2512C>T (p.R838H), care fusese
descrisa anterior. Doua noi potentiale variante cauzatoare de boala au fost iden-
tificate la celelalte doua familii: varianta ¢.2538G>C (p.K846N) la un caz izolat
din familia MOL0430 si varianta ¢.2521G>A (p.E841K) la familia MOLO0508,
dominata de celule cu conuri, mostenite in mod autosomal dominant (Lazar et
al., 2015a). Reziduurile de aminoacizi afectate sunt foarte conservate la nivelul
tuturor speciilor gi fac parte din domeniul de dimerizare al proteinei (Figura 4)
(Lazar et al., 2015a).

Evaluarea clinica a indivizilor afectati de degenerescenta retiniana din cele

sapte familii a relevat caracteristici fenotipice asemanatoare celor prezentate an-
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Figura 4: Reprezentare schematica a genei si a structurii proteice
GUCY2D, conservarea inter-specii a reziduurilor de aminoacizi afec-
tate si cromatogramele de secventializare ale celor doua noi variante

descoperite.

(A) Gena GUCY2D este compusa din 20 de exoni care codificd 5 domenii proteice: un dome-
niu extracelular, un domeniu transmembranar, un domeniu asemanator kinazei, un domeniu
de dimerizare si un domeniu catalitic. Exonii sunt colorati diferit in functie de domeniile
proteice codificate. Toate cele patru variante genetice identificate (cu rogu: noi, cu negru: de-
scoperite anterior) sunt localizate pe exonul 13 al genei si se deduce ci afecteaza proprietitile
de dimerizare ale monomerilor proteici rezultati.

(B) Compararea intre specii a fost generata folosind secventele proteice GenBank (numér de in-
ventar) de la om (NP_000171.1), cimpanzeu (XP_003315414.1), sobolan (NP_077356.1), soarece
(NP_032218.2), bovind (NP_776973.2), cal (XP_005597817.1), caine (NP_001003207.1), broasca
(XP_002942678.2), si peste-zebrd (NP_001103165.1). Reziduurile de aminoacizi afectate de
variantele genetice noi (chenare rosii) si deja cunoscute (chenare negre) sunt foarte conservate.

(C) Cromatogramele de secventializare aratd modificarile heterozigotenoi ¢.2521G > A si
¢.2538G > C (sus) gi alelele de tip sdlbatic (jos) la indivizii afectati si neafectati (sdgeti) (Lazar
et al., 2015a).
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terior pentru afectiunea asociata cu GUCY2D, transmisa in mod autosomal dom-
inant (Gregory-Evans et al., 2000, Kitiratschky et al., 2008, Lazar et al., 2015a).
Examenul de tip fund de ochi a relevat ca degenerescenta era limitata in principal
la zona maculara, epiteliul pigmentar retinian (retinal pigment epithelium - RPE)
a prezentat modificari de tip ”sare si piper” care apar cand pete mici de pigment
inchis la culoare se amesteca cu zone de depigmentare albicioase. La cazurile
mai grave, o atrofiere clar delimitata era evidenta in zonele foveala si parafoveala
(Figura 5 A, B) (Lazar et al., 2015a).

Imagistica FAF a relevat modificari atrofice care variau de la puncte hipofluo-
rescente mici la pacientii tineri care prezentau o forma fenotipica ugoara, la zone
hipofluorescente mari, bine delimitate, care erau inconjurate de un inel hipoflu-
orescent la cazurile grave. Prezenta afectiunii dominate de celulele cu conuri a
fost confirmata de examenul de camp vizual care a relevat o implicare macu-
lara semnificativa. Imagistica OCT a indicat un nivel similar al implicarii RPE
si a fotoreceptorilor maculari. O usoara subtiere a stratului fotoreceptor a fost
evidenta in fazele timpurii, cu ”cavitatii” ale complexului fotoreceptor segment
intern-segment extern in zona foveald (Figura 5 A) (Lazar et al., 2015a). La
cazurile grave, s-a inregistrat pierderea completa a stratului fotoreceptor si atrofie
cu radiatie secundara coroidala (Figura 5. B) (Lazar et al., 2015a). Retina per-
iferica prezenta in general parametrii in limitele normale, in afara unor modificari
asociate cu miopia severa. Testarea de perimetrie si microperimetrie a relevat sco-
toame centrale partiale gi/sau absolute cu campuri periferice mentinute (Figura
5. A, B) (Lazar et al., 2015a).

Familia autosomal recesiva MOL0339 cu variante in genele
ALMS1 si DYSF

Familia MOL0339 este o familie consangvina de doua generatii cu doi frati care
prezinta fenotipuri severe de CRD autosomal recesiv si distrofie musculara, aparute
timpuriu (Figura 3) (Lazar et al., 2015b). Parintii celor doi frati afectati sunt veri
de gradul I, prin urmare e probabil ca mutatiile cauzatoare de boala sa faca parte
din regiuni homozigote mari comune indivizilor afectati. Combinatia de fenotip

ocular dominat de celulele cu conuri si distrofie musculara nu a fost raportata an-
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Figure 5: Simptome oculare ale degenerescentei retiniene asociate
GUCY2D.(A) Imagistica si functia retiniana la pacientul MOL0430 I:1, cu o manifestare
relativ ugoard a afectiunii. Fotografia color a fundului de ochi (CF) si angiografia cu fluoresceina
(FA) efectuate la vérsta de 24 de ani relevd modificiri locale RPE maculare cu patare, care
s-au amplificat pana la varsta de 30 de ani. Studierea autofluorescentei fundului de ochi (FAF)
la varsta de 30 de ani arata zone mici de atrofie n regiunea foveala, iar ”cavitatia foveala”
hipodensi este prezentd pe tomografia n coerenti opticd OCT (sdgeati). Testarea perimetriei
statice aratd scotoame centrale la ambii ochi. LE (left eye), ochiul sting; RE (right eye), ochiul
drept. (B) Patologia oculara la pacientul MOL0248 I:1, care suferd de o afectiune severa la
vrsta de 59 de ani. Imagistica multicolora, FAF si cu infrarogu (IR) a ochiului stng indica
atrofie maculard centrald, cu pierderea stratului fotoreceptor in zona foveald pe OCT (sageatd).
Simetria dintre ochiul stng si cel drept este exemplificata de imaginile FAF (a se observa zona
hipofluorescentd nchisa si inelul hipofluorescent din jur). Examinarea microperimetriei ochiu-
lui drept releva un scotom central absolut si sensibilitate redusa in spatele acestuia, cu fixare
proastd. (C) Microperimetria gi imagistica de la un individ neafectat n varsta de 32 de ani sunt

prezentate pentru comparatie (Lazar et al., 2015a).
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terior, deci am presupus ca acestea pot face parte dintr-un sindrom nou, cauzat de
o mutatie la nivelul unei singure gene, sau ca pot rezulta din mutatii distincte la
nivelul a doua gene diferite. S-a efectuat analiza SNP a intregului genom, urmata
de WES, pentru a determina cauza celor doua fenotipuri. Cartarea homozigotiei
a fost realizatda la doi frati afectati (MOL0339 III:3; MOL0339 II1:4) si la doi
neafectati (MOL0339 III:1, MOL0339 III:2) iar analizarea datelor a relevat o sin-
gura regiune homozigota pe cromozomul 2, intinzandu-se pe o arie de 35.3 Mb
(Lazar et al., 2015b). Niciuna dintre cele 263 de gene prezente in aceasta regiune
nu fusese anterior asociata cu CRD non-sindromic transmis in mod AR. Analiza
WES a relevat trei noi variante genetice la doua gene independente, ALMSI si
DYSF (Tabel 3). Atat ALMS1 cat si DYFS fac parte din regiunea homozigota
de 35.3Mb identificata de HM. Mutatii la nivelul ALMS1 provoaca sindromul
Alstrém (Marshall et al., 2015) iar mutatii la DYSF provoaca distrofia muscu-
lara a centurilor (limb-girdle muscular dystrophy-LGMD) sau distrofia musculara
Miyoshi (Liu et al., 1998). O varianta noua fara sens ¢.808C>T (p.R270*) a
fost identificata pe exonul 5 al genei ALMSI1 si doud noi variante cu sens gresit
potential cauzatoare de boli ¢.4741C>T (p.R1581C) si ¢.6209A>G (p.Y2070C) pe
exonii 43 si 55 ai genei DYSF (Lazar et al., 2015b). S-a utilizat secventializarea
Sanger pentru validarea tuturor variantelor si pentru confirmarea co-segregarii
variantelor identificate cu fenotipul observat. in incercarea de a elimina posibil-
itatea prezentei variantelor asociate cu boala la nivelul genelor asociate anterior
cu degenerescenta fotoreceptorilor insotita de o anumita forma de implicare mus-
culara, am efectuat examinarea vizuala a fragmentelor secventializate din datele
WES. Nu s-au gasit variante codificatoare rare sau aberatii genetice mari in nici-
una dintre urmatoarele gene: FLVCRI1, DTHD1, OPAS3, ELOVL,, ABHD12,
PRPS1, MT-ATP6 (Lazar et al., 2015b) (RetNet, https://sph.uth.edu/retnet/).
Un set de 87 de cazuri de referinta prezentand degenerescenta retiniana ereditara
au fost verificate pentru a se depista modificarea ¢.808C>T la gena ALMS1 pen-
tru a se vedea daca varianta exonului 5 este o mutatie fondatoare la populatia
arab-musulmana (Lazar et al., 2015b). Nu a mai fost identificat nici un alt indi-
vid purtator al acestei mutatii sau al altor variante potential cauzatoare de boala

la exonul 5.
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Familiile autosomal recesive MOL0056 si MOLO858
cu variante ale genelor CDHR1 si C8orf37

Variante genetice anterior publicate au fost identificate la doua dintre familiile au-
tosomal recesive studiate: MOL0056 si MOLO0858 (Figura 3)(Tabel 3). WES ur-
mat de analizarea datelor a relevat o mutatie fara sens cunoscuta deja, ¢.1381C>T
(p.Q461*) (Duncan et al., 2012) la exonul 13 al genei CDHRI1 la familia MOL0056
gi o mutatie cu sens gresit anterior publicata, ¢.529C>T (p.R177W) (Estrada-
Cuzcano et al., 2012) la exonul 6 al genei C80rf37 la familia MOL0858 (Lazar
et al., 2015a). Familia MOL0056 a fost diagnosticata clinic cu degenerescenta
retiniana instalata timpuriu in timp ce evaluarea clinica a familiei MOL0858 a
relevat un fenotip CRD avansat cu o deficienta semnificativa a vederii cromat-
ice. Genotiparea SNP a intregului genom in analiza anterioara WES a familiei
MOLO0858 a relevat sase mari regiuni homozigote de segregare: chr2, 8M-15M
si 224M-228M; chr8, 76M-103M; chrll, 110M-118M; chrl6, 53M-59M si chr21,
23M-27M (Tabel 2) (Lazar et al., 2015a). Varianta ¢.529C>T (p.R177W) a genei
C8orf37, raportata anterior, face parte din zona homozigota de 27Mb identificata

intre 76 si 103 Mb pe cromozomul 8.

Familia autosomal recesiva MOLO0107 cu variantele
CACNAI1F si ALMS1

Fratii afectati din familia MOL0107 au fost diagnosticati cu distrofia celulelor cu
conuri § bastonage, instalata timpuriu. WES urmat de analizarea datelor a relevat
o noua varianta potential cauzatoare de boala ¢.1435G>A (p.G479R) pe exonul
11 al genei CACNAILF (Figura 3) (Tabel 3). In plus, toti cei 3 indivizi erau
heterozigoti pentru o mutatie fara sens cunoscuta deja, ¢.2084C>G (p.S695%)
(Liang et al., 2013) in exonul 8 al genei ALMSI (Tabel 3). Prezenta ambelor
variante a fost validata de secventializarea Sanger. Diagnosticarea clinica a celor

doi indivizi afectati a relevat un fenotip CRD avansat, instalat timpuriu.
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Familia autosomal recesiva MOLO0048

Familia MOL0048 a fost diagnosticata clinic cu degenerescenta retiniana domi-
nata de celule cu conuri, ambii frati de sex masculin prezentand o disfunctie a
celulelor cu conuri ugoara pana la moderata (Figura 2.3)(Lazar et al., 2015a).
Nu a existat niciun raport de consangvinitate in cadrul acestei familii, prin ur-
mare am presupus ca retinopatia a fost transmisa ereditar fie prin modelul XL, fie
prin AR. Screening-ul genelor candidate si analiza secventierii exomului efectuate
pentru cei doi frati afectati (MOL0048 11:2 si MOL0048 I1:3) si pentru tatal lor
neafectat (MOL0048 I:5) nu a relevat niciun potential defect genetic asociat bolii.
Se stie ca mutatii in exonul ORF15 (cadrul deschis de citire open reading frame
15) al genei RPGR, sunt raspunzatoare pentru o mare parte din cazurile de CRD
transmise XL. Am eliminat implicarea acestei gene la familia MOL0048 prin ex-
aminarea variantelor genei RPGR identificate prin secventializarea exomului la
fratii afectati si am descoperit ca ei au mostenit alele materne diferite in aceasta

regiune (Lazar et al., 2015a).

Alte familii cu degenerescenta retiniana

S-a efectuat WES pe un total de 28 indivizi dintr-un set de 20 de familii (Tabel
1), inclusiv patru familii diagnosticate cu CRD, cinci familii cu o combinatie de
fenotipuri multiple, sase familii prezentand maculopatie si cinci familii cu RP.
Analizarea si filtrarea variantelor relevate de WES a dus la identificarea a sapte
noi variante genetice potential cauzatoare de boli si patru mutatii cauzatoare de

boala deja cunoscute la 9 dintre familiile studiate (Tabel 4).
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CRD, distrofiacelulelor cu conuri-bastonage; CD, distrofiacelulelor cu conuri; RD, distrofie

retiniand; ACHM, acromatopsie; LCA

tara,;

a pigmen

v

itala Leber; RP, retinit

, amauroza congeni

AR, autosomal recesiv; AD, autosomal dominant; XL, X-lincat.
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* Pozitia nucleotidica a fiecarei variante genetice e bazata pe urmatoarele cADN-uri GenBank
(numar de inventar): CACNAIF (NM_001256789), CNGB3 (NM_019098), CNGA3 (NM_001079878),
CEP78 (NM-032171), RPGRIP1 (NM_020366), CYP4V2 (NM_207352), ABCA/ (NM_000350).
Numarul nucleotidelor reflectd numerotarea cADN-ului cu +1 corespunzand A din codonul de
initiere a translatiei ATG in secventa de referinta. Codonul de initiere este codonul 1.

** Publicat de Namburi et al 2016.

Analizarea datelor preliminare nu a relevat variante potential cauzatoare de
boala la celelalte 11 familii.

Au fost identificate mutatii cauzatoare de boala deja cunoscute la nivelul
genei CNGBS la familiile MOL1190 (o combinatie intre modificarile c¢.1148delC
(p.T383fs) si ¢.819.826del (p.P273fs) (Kohl et al., 2000, Sundin et al., 2000))
si MOL0563 (o varianta homozigotac.1148delC (p.T383fs)) si la nivelul genei
ABCA4 la familia MOL0584 (o combinatie dintre variantele ¢.4919G>A (p.R1640Q)
(Rozet et al., 1998) si ¢.5318C>T (p.A1773V) (Chacon-Camacho et al., 2013)).
Variante genetice noi au fost identificate la nivelul genei CACNAIF la familia
MOLO0061 (o varianta hemizigota fara sens ¢.4051C>T (p.R1351%)), al genei
CNGBS3 la familia MOL0360 (o varianta homozigotac.782A>G (p.D261G)), al
genei CNGAS3 (cyclic nucleotide gated channel alpha 3) la familia MOL0474
(o varianta heterozigota ¢.931G>T (p.G311C) vazuta anterior la o familie cu
un fenotip retinian similar, dominat de celule cu conuri), al genei RPGRIP1
la familia MOL1124 (o varianta homozigota ¢.2249A>G (p.Y750C)), al genei
CYP4V2 la familia MOL0499 (varianta homozigota c¢.1508G>A (p.G503E) in
combinatie cu varianta heterozigota cunoscuta deja ¢.C467T (p.S156F) (Sundin
et al., 2000) a genei CNGB3) si al genei CEP78 la familia MOL0679 (varianta ho-
mozigota a situsului de matisare (¢.893-1G>A) (Namburi et al., 2016)). Anterior,
nu s-au raportat cazuri in care mutatiile genei CEP78 sa provoace retinopatie,
iar membri ai familiei MOL0679 au fost diagnosticati cu o combinatie unica de
fenotipuri care includ CRD si pierderea senzorineurala a auzului (Namburiet al.,
2016). Screening-ul tintit al altor familii cu un fenotip similar cu cel observat
la familia MOL0679 a dus la identificarea a patru alte familii (MOLO773 (ho-
mozigota la varianta ¢.893-1G>A), MOL1310 si TB279 (o deletie homozigota
¢.534delT), TB365 (heterozigota compusa la variantele ¢.893-1G>A i ¢.534delT
(p.Lys179Argfs*10)) care poarta variantele CEP78 (Tabel 3.7, 3.8) (Namburi et

al., 2016). Validarea si analiza co-segregarii utilizand secventializarea Sanger au
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fost efectuate pentru majoritatea variantelor identificate (Tabel 4).

Discutie

Eterogenitatea genetica si fenotipica a RDDs ne limiteaza intr-o mare masura
capacitatea de a identifica cu succes cauza bolii prin screening-ul sistematic al
tuturor genelor cunoscute in acest moment. Instrumente precum matricele de
detectare a mutatiei si cartarea homozigozitatii ofera posibilitati limitate deoarece
ele sunt eficiente mai ales in cadrul anumitor populatii si structuri familiale. WES
este o technica eficienta pentru analiza cu randament mare (”high throughput”),
care implica un proces relativ simplu si rapid pentru analizarea unui set vast de
gene candidate in cohorte mari de pacienti. De-a lungul ultimilor ani, WES a
fost utilizat cu succes pentru identificarea de noi gene cauzatoare de retinopatii
si de noi mutatii ale unor gene deja cunoscute (Estrada-Cuzcano et al., 2012,
Khateb et al., 2012, Roosing et al., 2013, Sergouniotis et al., 2014, Beryozkin et
al., 2015, Kohl et al., 2015, Lazar et al., 2015a, Lazar et al., 2015b), deoarece
permite evaluarea simultana a unui numar mare de modificari nucleotidice care
afecteaza regiunile genetice codificatoare.

Ca parte a unui efort de a determina fenotipul gi genotipul la pacientii is-
raelieni cu RDD gi a descoperi corelatii intre anumite origini etnice gi mutatii
fondatoare, am identificat 11 noi variante genetice si 10 deja cunoscute la nivelul a
11 gene asociate cu afectiuni retiniene. WES a dus la identificarea unei potentiale
cauze genetice ale bolii la 16 dintre cele 28 de familii studiate. Mutatii cauzatoare
de boala au fost identificate la 8 alte familii cu ajutorul abordarii screening-ului
tintit. Studiile noastre au dus la identificarea a unei noi gene cauzatoare de boala
CEP78 identificata la familiile cu o combinatie unica de fenotipuri incluzand
degenerescenta retiniana dominata de celule cu con si pierderea senzorineurala a
auzului (Namburi et al., 2016). In plus, studiile noastre releva ca mutatiile genei
GUCY2D reprezinta o cauza majora a distrofiei celulelor cu conuri la populatia
israeliana (Lazar et al., 2015a), sugereaza ca gena ALMS1 este asociata bolii in
cazul CRD non-sindromic (Lazar et al., 2015b) spre deosebire de cercetari ante-
rioarecare asociau mutatiile de la nivelul ALMSI cu sindromul Alstrém (Marshall

et al., 2015) si identifica mutatiile genei DYSF drept o cauza a fenotipurilor co-
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incidente la o familie cu CRD si distrofie musculara ugoara (Lazar et al., 2015Db).
Rezultatele prezentate sprijina utilizarea WES atat pentru identificarea cauzei
genetice a bolii la anumite familii cat si pentru identificarea de variante genetice,
noi si cunoscute deja, ca o sursa de informatie pentru cercetari ulterioare prin
screening-ul tintit al grupurilor populationale studiate. WES este un instrument
eficient pentru descoperirea de noi gene cauzatoare de boala chiar si la familii mici,
prezentand doar cazuri izolate. Mai mult decat atat, WES permite identificarea
si evaluarea variantelor modificatoare care pot influenta progresia bolii si care au
ca rezultat o variabilitate a fenotipului printre membrii aceleiasi familii.
Limitarile WES sunt date de incapacitatea de a identifica potentiale variante
asociate cu boala la 12 dintre familiile studiate. E posibil ca o analiza aditionala a
datelor sa releve potentiale variante cauzatoare de boala in noi gene responsabile
de maladii la cateva dintre aceste familii. Cu toate acestea, din cauza limitarilor
secventierii exomului in ceea ce priveste detectarea variantelor non-codificatoare
sau profund intronice, a alterarilor genomice extinse sau a altor variante struc-
turale, precum si din cauza posibilitatii acoperirii insuficiente a anumitor exoni,
cauza bolii ar putea ramane necunoscuta in cazul unor familii studiate. WGS va
oferi in curand posibilitatea efectuarii unei analize mai temeinice atat a regiunilor
genetice codificatoare, cat si a celor necodificatoare, furnizand astfel o sursa de
informatii suplimentare pentru familiile unde nu s-au putut identifica anterior
variante genetice potential cauzatoare de boala. Odata cu descoperirea de noi
gene si defecte genetice, exista o nevoie in continua crestere pentru intelegerea
mecanismelor moleculare ale bolii, cu scopul de a dezvolta noi strategii de trata-
ment (Veleri et al., 2015). Organismele-model si in special goarecii-model care
copiaza boala umana din punct de vedere genetic si care produc caracteristici
fenotipice similare sunt instrumentul cel mai des folosit pentru dob andirea de noi
cunogtinte despre mecanismele bolii si despre dezvoltarea de tratamente (Veleri
et al., 2015). In plus, sisteme experimentale precum celulele stem si tehnologia
de inducere a celulelor stem pluripotente va contribui la studierea mecanismelor
patogene, precum si la pagii initiali ai dezvoltarii terapeutice. Urmatorul pas im-
portant in afara descoperirilor genetice va fi descifrarea proprietatilor functionale

ale proteinelor afectate in bolile de degenerescenta retiniana.
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