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Resumo

Retinopatias hereditdrias tém uma prevaléncia de 1:1380 individuos, sendo que a retinite
pigmentosa é a mais comum, com mais de 50 genes envolvidos. A forma mais severa é a ligada
ao X, que corresponde a 5-15 % dos casos de retinite pigmentosa e o gene RPGR esta associado
a 70-80 % destes casos. O ORF15 é uma regiao altamente repetitiva no gene RPGR, de baixa
complexidade e rica em purinas que excede 1Kbh de tamanho, tornando-o dificil de sequenciar,
seja por Sanger ou NGS.

Dada esta dificuldade, o objetivo deste projeto foi desenhar novos primers para sequenciar esta
regiao utilizando NGS multiplex, por meio de enriquecimento baseado em amplices (amplicon
based enrichment) e definicao de condicdes de PCR especificos.

Foi ainda realizada uma compilacao dos testes previamente executados pelo laboratorio de
retinopatias, pararealizar uma analise descritiva e selecionar casos potencialmente relacionados
com ORF15 do gene RPGR, para serem alvos de sequenciacao.

O laboratdrio conseguiu sequenciar esta regiao com sucesso, obtendo uma cobertura média de
1196 leituras, permitindo assim, implementd-la no laboratdrio e oferecer uma testagem mais

ampla aos clientes, contribuindo para melhorar as capacidades diagndsticas para estas doencas.

Palavras-chave: retinopatias hereditarias, retinite pigmentosa, doencas hereditarias da retina,

NGS (Next-Generation Sequencing), ORF15, RPGR.



Abstract

Hereditary retinopathies have a prevalence of 1:1380 individuals, with retinitis pigmentosa being
the most common, involving more than 50 genes. The most severe form are X-linked, accounting
for 5-15 % of retinitis pigmentosa cases, and the RPGR gene is associated with 70-80 % of these
cases. The ORF15 region is a highly repetitive, low-complexity, purine-rich region in the RPGR
gene that exceeds 1kb in size, making it challenging to sequence both by Sanger sequencing and
NGS.

Given this difficulty, the objective of this project was to design new primers to sequence this
region using multiplex NGS, through amplicon-based enrichment and by defining specific PCR
conditions. A compilation of previously conducted tests by the laboratory was also performed to
carry out a descriptive analysis and select cases potentially related to ORF15 of RPGR for
sequencing.

The laboratory successfully sequenced this region, achieving an average coverage of 1196 reads.
This success allows for the implementation of ORF15 sequencing in the laboratory, offering
broader testing to clients and contributing to improved diagnostic capabilities for this group of

diseases.

Keywords: Hereditary retinopathies, retinitis pigmentosa, inherited retinal diseases, NGS (Next-

Generation Sequencing), ORF15, RPGR.
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1 Introducao

1.1 Retinopatias Hereditdrias

As retinopatias hereditdrias sao um grupo de doencas heterogéneas que afetam aretina e levam
a perda de visao ou mesmo cequeira [1]. Este grupo de doencas apresenta uma prevaléncia de
1:1380 individuos, sendo a retinite pigmentosa (distrofia de bastonete-cones) a mais comum [2].
Existem outras doencas como degeneracao do cone, degeneracao cone-bastonete, doenca de
Leber, distrofia macular, entre outras. Desde 1990, vdrios genes, provavelmente implicados na
doenca foram mapeados e estudados, o que levou ao aumento exponencial do nimero de genes
identificados associados as retinopatias, chegando agora a um plateau, com mais de 277 genes

identificados até 2021 (Figura 1) [2,3].
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Figura 1- Numero de genes mapeados e identificados nas retinopatias hereditdrias ao
longo dos anos; azul- genes mapeados; vermelho- genes identificados; Jan- janeiro;
Fonte:retirado de RetNet -Retinal Information Network (uth.edu)

Num artigo titulado de “Inherited retinal diseases: Linking genes, disease causing variants, and
relevant therapeutic modalities” (Nina Schneider et.al, 2022) [3], foi realizado uma revisao
sistematica onde foi compilado um conjunto de dados mundiais de doencas hereditarias da
retina, tendo sido reportados 194 genes e identificadas 4798 variantes (de 31artigos). Este artigo
identificou ABCA4, USH2A, EYS, RPGR e CRB1 como os genes associados a retinopatias
hereditarias mais comuns no mundo, sendo 50 % das retinopatias hereditarias causadas por
mutacoes nestes genes. Além disso, 58 % de genes associados a este grupo de doencas, estao

mutados em menos de 0,1% dos individuos afetados (Figura 2).

Para acrescentar, existe uma grande proporcao de variantes patogénicas privadas (65 %), o que

pode dificultar a detecdo e classificacao de variantes nos testes genéticos [3].


https://web.sph.uth.edu/RetNet/

Em genes autossémicos dominantes, para além de variantes null que causam doenca devido a
haploinsuficiéncia, tambhém existem variantes missense (como nos genes, RHO, BEST e KHLH?7),
gue causam doenca através do mecanismo dominante negativo (onde existe uma interacao
negativa com a proteina selvagem/wild type) ou através do ganho de funcdo. Variantes
nonsense tambhém podem ser recessivas, o que pode ser explicado pela degradacao de ARN
mensageiro, mediada por mutacao nonesense, em casos de haplosuficiéncia (onde apenas

metade da proteina selvagem (wild type) é suficiente para prevenir sintomas da doenca) [3].

ABCA424.8%

USH2A 14.6%

PRPH2 1.8% RHO 2.3%
CACNATF2.0%
Figura 2- Distribuicdo dos genes associados as retinopatias

hereditarias global. Fonte: retirado de Schneider, Nina et al., 2022
https://doi.org/10.1016/j.preteyeres.2021.101029

1

1.1.1 Caracterizacao clinica

Dado o grande nimero de genes associadas as retinopatias, estas podem ter um padrao de
transmissao autossémica dominante, recessiva, ligada ao X ou mitocondrial. Existem situacdes
onde um gene pode estar associado tanto a um padrao de transmissao recessivo como
dominante. Quanto a doencas ligadas ao X, estas tamhém podem ser semi-dominantes, onde o
género feminino em heterozigotia pode apresentar sintomas moderados ou mesmo até
completos (como em RPGR). Esta apresentacao clinica pode depender do padrao de inativagao
do cromossoma X [4,5].

Além disso, alguns genes podem estar associados a uma sindrome, podendo afetar outros
6rgaos, como a sindrome de Usher que esta associada a surdez neuro-sensorial [1,3].

Por fim, as retinopatias hereditarias sao um grupo de doencas dificeis de caraterizar

fenotipicamente e efetuar um diagndstico apenas pela apresentacao clinica. Isto porque, existem


https://doi.org/10.1016/j.preteyeres.2021.101029

genes que estao associados a varias patologias, patologias que estao associados a varios genes,
genes que nao provocam doenca, mas que modelam a sua severidade, mutac6es no mesmo gene
que levam a um fendtipo diferente e mutacoes familiares com fenétipo variavel. Esta grande
variabilidade causa assim uma sobreposicao da apresentacao clinica entre doencas [1,3,6,7].

Quando a doenca afeta predominantemente os bastonetes, o individuo apresentard um sintoma
inicial de perda de visao noturna (visao em alturas de baixa intensidade de luz e dificuldade na
adaptacao de luz intensa para fraca), enquanto, quando os cones sao os mais lesionados, ira
afetar a nitidez visual, percecao de cor, aversao a luz e nistagmo (movimento rapido involuntario
do olho). No caso de doencas progressivas, sao normalmente de inicio precoce e a severidade dos
sintomas aumenta ao longo do tempo, podendo haver aparecimento de sintomas adicionais
como constricao do campo visual, alteragdes pigmentares, atenuagao dos vasos sanguineos da

retina e palidez dos discos Gticos [3,8].

11.2 Testes/ diagnéstico clinico

Para realizar o diagndstico destas doencas, é importante obter informac6es sobre a histdria
oculardo doente, idade de inicio, histdria clinica geral paraidentificar sindromes que podem afetar
a retina (como na sindrome der Usher), histéria familiar e de consanguinidade (idealmente, com
pedigree de trés geracdes) o que facilita a percecao do tipo de hereditariedade, deve realizar-se
um exame clinico, como a funcao visual do paciente e por fim, realizar testes genéticos [1,7].

A histdria da toma de medicamentos também pode ser informativa para diferenciar retinopatias
causadas por certas drogas como hidroxicloroquina, polissulfato de pentosano ou por terapias
com imunomoduladores, que podem ter efeitos adversos oculares [7]. Fatores dietéticos e de
estilo de vida também devem ser considerados como, por exemplo, a vitamina A que é um fator
de risco para a progressao de doencas causadas por variantes em ABCA4 (variantes afetam o
transporte da vitamina, causando a sua acumulagao, consequente toxicidade e morte celular) ou
guando pacientes com retinite pigmentosa fumam [7,9].

Os exames clinicos incluem estudos para avaliar a estrutura da retina e a sua funcao visual. A
retina pode ser visualizada através de autofluorescéncia do fundo ocular (AF) e tomografia de
coeréncia Gtica (TCO) [7,8]. A AF permite visualizar a distribuicao de fluoréforos do fundo ocular,
dando informacao sobre a distribuicao e extensao da doenca retiniana, permitindo avaliar a

acuidade ocular. A TCO permite a avaliacao da espessura das camadas externas (fotorrecetores)



e a detecao de alteracdes internas, como, por exemplo, a identificacao de edema ou buraco
macular, perdas focais pequenas e a avaliacao daintegridade do epitélio pigmentar daretina [7,8].
Quanto aos testes eletrofisioldgicos, a funcao da retina pode ser avaliada através de
eletrorretinografia de campo total que consegue identificar alteracoes externas e internas,
principalmente da retina periférica, facto que ajuda a determinar e a quantificar a funcao dos
fotorrecetores e a diferenciar entre bastonetes e cones [1,3]. Para a avaliacdo da funcao da
mdcula, é usado eletrorretinografia padrao ou multifocal [1,3].

Existem também testes psicofisicos que ajudam a caraterizar a funcao visual e retiniana. Estes
incluem avaliacao da acuidade visual, usando o grdfico de Snellen em adultos e os simbolos Lea
ou os Landoltrings em criancas na idade pré-escolar, teste de visao de cores, adaptémetria ao
escuro, bem como sensibilidade ao contraste e varias formas de luz, como o grafico de Pelli-
Robson ou o teste Melbourne Edge [1,3,7,8].

Pacientes com apresentacao clinica de retinopatias hereditarias devem ser encaminhados para
um centro multidisciplinar especializado nestas doencas para avaliacao, aconselhamento
genético e testes genéticos. Um diagndstico genético auxilia na determinagao do subtipo de
retinopatias diante de multiplos diagndsticos clinicos, permite avaliar a segregacao, isto €,
perceber se duas variantes recessivas estao em trans ou cis, esclarecer o risco para outros

membros da familia e facilitar no desenvolvimento de tratamentos especificos direcionados para

o gene causador de doenca [1,3,8,10,11].

1~

1.2 Retinite pigmentosa

A retinite pigmentosa é a doenca hereditarias da retina mais comum, apresentando uma
prevaléncia aproximadamente de 1:4000, sendo alguns dos casos sindrémicos (como sindrome
de Usher, Joubert e Bardet Biedl) [8,10]. Mais de 50 genes estao envolvidos (Tabela 1), podendo
estas doencas ter um modo de transmissao autossémica dominante, recessiva, ligadas ao X ou
mitocondriais (casos raros onde dois genes estao mutados), sendo a forma mais severa a ligada
ao X, que corresponde a 5-15 % dos casos de retinite pigmentosa, com as variantes mais comuns

no gene RPGR (70-80 %) [8,12,13,14].



Tabela 1- Genes identificados associados a retinite pigmentosa e modo de transmissao.

Modo de Genes associados

transmissao

Autossémico | ADIPORT, ARL3, BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, IMPDH1, IMPG1, KIF3B, KLHL?,
dominante NR2E3, NRL,PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPFS, PRPF31, PRPH2, RDH12, RHO, ROM, RP],
RP9, RPE65, SAG, SEMA4A,SNRNP200, SPP2, TOPORS

Autossomico | ABCA4, AGBL5, AHR, ARHGEF18, ARL6, ARL2BP, BBS1, BBS2, BEST1, C80rf37, CERKL,

recessivo CLCC1, CLRNT, CNGAT, CNGBT, CRB1, CWC27, CYP4V2, DHDDS, DHX38, EMCT, ENSA, E
YS, FAMI61A, GPR125, HGSNAT,IDH3B, IFT140, IFT172, IMPG2, KIAA1548, KIZ, LRAT, M
AK, MERTK, MVK, NEK2, NEUROD1, NR2E3, NRL, PCARE, PDE6A, PDE6B, PDE6G,
POMGNTI, PRCD, PROM1, PROST, RBP3, REEP6, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RPIL1, RPE65,
SAG, SAMDT11, SLC7A14, SPATA7, TRNTI, TTC8, TULP1, USH2A, ZNF408, ZNF513

Ligado ao X OFD1, RP2, RPGR

Fonte: retirado de RetNet -Retinal Information Network (uth.edu)

A retinite pigmentosa surge principalmente na adolescéncia e nos inicios da idade adulta onde a
idade de inicio e a progressao da doenca varia sequndo o tipo de modo de transmissao (Tabela 2).
A retinite pigmentosa é caraterizada pela perda precoce de fotorrecetores, principalmente
bastonetes, estreitamento das arteriolas na retina e atrofia do epitélio pigmentar da retina
[7.8,1214].

A progressao da doenca leva a constricao do campo visual, degeneracao dos cones, que estao
situados principalmente na mdcula central, podendo estar acompanhada por edema cistdide
macular (principalmente bilateral e emindividuos novos) ou catarata subcapsular posterior. Além
disso, com a progressao, as células pigmentares epiteliais da retina descolam-se da membrana
de Bruch (camadainterna da coroide) e migram para zonas intra retinianas levando aacumulagao
de melanina (pigmentos), formando “espiculas 6sseas’, que aparecem na periferia onde os
bastonetes sao mais numerosos. Para acrescentar, também existem alteracoes secundarias
como a desorganizacao das camadas externas da retina, atenuacao severa de vasos e palidez
serosa do nervo ético [7,8,12,14].

As carateristicas clinicas incluem cegueira noturna (nictalopia), com diminuicao da sensibilidade
ao contraste de luz (visdo turva) e perda do campo visual periférico inicial, constricao do campo
visual na sua progressao, podendo levar, eventualmente, a discromatopsia ao azul e amarelo,

fotopsia, miopia e ceqgueira completa [7,8,12,14].
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Tabela 2- Genes mais comuns associados a retinite pigmentosa e caracterizacao clinica geral, segundo o tipo de
hereditariedade.

Modo de | Genes com mutacdes mais | Caracterizacao clinica geral

transmissao comuns

Autossomico e RHO(20-30%) e Formamenos severa

Dominante e RP1(5-10%) ¢ Inicio de idade adulta
e RDS(5-10%) e Prograssao lenta

¢ Retencaodaacuidade visual central até estagio

muito avancado

Autossomico e ABCA4(5%) e Severidade moderada
Recessivo e RPEG65(2%) e Inicio na infancia ou inicio da adolescéncia
e USH2A(20%,70% e Progressao de velocidade variada
sindrémicos) e Acuidade visual central reduzida

e PDE6A(5%)
e PFE6B(5%)

Ligado ao X e RPGR(70-80 %) e Formamais severa

e RP2(10-20 %) e Inicio nainfancia em homens
e Progressao rapida

e Poucaacuidade visual central

Fonte: Adaptado de O'Hare, Fleur et al. 2021, https://doi.org/10.1080/08164622.2021.1878851.

A retinite pigmentosa ligada ao X é a forma mais severa da doenca, apresentando inicio numa
idade mais precoce em homens e uma progressao mais acelerada. Os principais genes
associados sdao RPGR e RP2 (Tabela 2), sendo estes tambhém os genes em que as mulheres
portadoras podem apresentar fendtipo, de severidade variada, vdrias vezes, com assimetria
entre os dois olhos, baixa acuidade visual, problemas na adaptacao ao escuro, restricao do campo
visual e também podem apresentar reflexo tapetal no fundus ou mesmo retinopatia pigmentar
[8,15].

Mutacoes em RPGR fazem parte de, pelo menos, 15 % de casos de retinite pigmentosa
esporddicos em homens (em casos isolados) e para além disto, dentro das retinites pigmentosas

causadas pelas mutacoes em RPGR, 70 % apresentam mutacdes em ORF15 [16].

1.3 Outras retinopatias hereditarias

Enquanto aretinite pigmentosa é uma das retinopatias mais comuns, existem outras retinopatias

hereditarias que afetam a retina de uma forma distinta [2].
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A Amaurose congénita de Leber corresponde a uma disfuncao generalizada dos cones e
bastonetes, tem como modo de transmissao geralmente autossémico recessivo, com inicio
congeénito ou nos primeiros anos de vida, com perda de visao rapida e severa, acompanhado por
nistagmos, fotofobia e hiperopia [8,10,17]. E uma doenca geneticamente heterogénea, com varios
genes associados como GUCY2D, CEP290, RPE65¢e AIPL1[13].

A Coroideremia é umadoenca ligada ao X, causada por mutacoes no gene CHM, com inicio no fim
dainfancia einicio da adolescéncia, afeta principalmente o epitélio pigmentar daretina, cominicio
na periferia que progride para a zona central, e com nictalopia. A Doenca na fase avancada
apresenta perda da acuidade visual central, afinamento e perda coriorretiniana (esclera visivel)
com areas brancas-pdlidas irrequlares [8,10,17].

A Distrofia de cones-bastonetes corresponde a um grupo de doencas normalmente com inicio
precoce e, por vezes, sindrémico, caraterizadas por degeneracao macular primdria (cones) e
alteracoes atréficas centrais na retina externa, acompanhada por fotofobia e disturbios na visao
da cor, progressao periférica, degenerando bastonetes e dificil adaptacao ao escuro [7,13,17]. 0
gene mais comum associado as doencas autossdmicas dominantes é o ABCA4, os genes
associados a doencas autossémicas dominantes sao, por exemplo, GUCATA, GUCY2D e PRPHZ,
por fim o principal gene associado a casos ligados ao X é o RPGR[13].

A acromatopsia (distrofia dos cones) é autossémica recessiva e estacionaria, com inicio
congénito ou infantil e os genes principais associados sao 0 CNGB3 e CNGA3. Os individuos que
padecem desta doenca, apresentam nistagmos, fotofobia, reducao da visao central e acuidade

visual e perda de percecao de cores [10, 13].

1.4 Fotorrecetores

A retina humana tem dois tipos de fotorrecetores: cones, em que o segmento externo deste
apresenta umaforma conica, com trés subtipos responsavel pela visao a cores, e hastonetes, em
que o segmento externo apresenta uma forma cilindrica, geralmente mais estreitos e longos,
responsaveis pela visdao monocromatica adaptada ao escuro [18,19].

Afdvea, zonaresponsavel pela visao central, é constituida estritamente por cones, empacotados
em alta densidade, tornando esta regiao de alta resolucao. Quanto a visao periférica, a medida
que se transaciona para a regiao periférica, a densidade dos cones vai diminuindo enquanto a

densidade dos bastonetes vai aumentando, o que torna esta regiao mais sensivel a luz [18].



Os fotorrecetores estao divididos em compartimentos. O segmento externo dos mesmos €
composto por discos (em bastonetes) ou dobras lamelares (em cones) e contém proteinas para a
cascata de fototransducao, como por exemplo, rodopsina, transudcina, arrestina, dcidos gordos
e fosfolipidos [20]. O segmento interno contém o niicleo e os microtdbulos. Alguns microtibulos
estendem se a partir do corpo basal, composto pelo centriolo mae e centriolo filho, até ao terminal
pré-sinaptico. Além disso, outros microtibulos, neste caso o axonema, estendem se a partir do
centriolo mae até ao segmento externo dos fotorrecetores e formam o cilio conector (CC),
também denominado por zona de transicao (Figura 3). Como o segmento externo do fotorrecetor
nao tem a capacidade de produzir as proteinas necessdrias para a fototransducao, depende
assim do segmento interno e do CC que tém um papel no transporte de proteinas e agem como

barreira seletiva para regular a entrada e saida de proteinas [20,21,22,23].

Discos

Membrana

Segmento plasmatica

externo

Cilio
Conector

Mitocondria

Segmento
interno

Ndcleo

Zona sinaptica

an

Figura 3- Estrutura do fotorrecetor do tipo bastonete. Fonte: retirada e adaptada de Megaw, Roly D et al., 2015,
https://doi.org/10.1016/j.exer.2015.06.007.

As ligacoes em formato Y correspondem a estrutura unica de microtibulos duplos que se
conectam a volta da membrana da base periciliar e estendem-se ao longo do CC. Existem varias
teorias acerca da sua funcao, como estabilizacao da estrutura CC, servir como barreira entre o
segmento exterior e interior, servindo como filtro ou auxiliar no transporte de proteinas [22].

A membrana periciliar encontra-se adjacente ao CC e serve para formar uma dobra interna na
base docilio, contendo proteinas especificas que permite a ancoragem de, por exemplo, vesiculas
transportadoras de rodopsina [22].

0 segmento externo esta em contacto com as células epiteliais pigmentares da retina, que

participam na reciclagem do retinol (parte do ciclo visual) e na fagocitose de discos envelhecidos
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da zona apical do segmento exterior, que ajuda na renovacao e troca de discos que ocorre
didriamente nos fotorrecetores [22]. A formacao do disco na base do segmento externo implica
que os discos mais novos empurrem os discos mais velhos apicalmente, onde sao eventualmente

eliminados e engolfados por estas células epiteliais da retina [21].

1.4.1 Transporte até ao cilio de coneccao

As vias de transporte de proteinas sollveis e proteinas transmembranares até ao cilio de
conexao, nao estao completamente estudadas, no entanto, existem algumas proteinas e
mecanismos jd identificados para o mesmao.

Uma das vias de transporte possiveis envolve vesiculas transportadoras, onde no complexo de
Golgi, ARF4, um pequeno GTPase que regula a ligacao das vesiculas transportadoras de
proteinas transmembranares, ao ser ativado pelo fator de troca de guanina GBFT, liga-se ao
padrao VxPx (situado no terminal C citoplasmdtico) da rodopsina. A GAP, do ARF4, o ASAP],
oferece uma estrutura de ligacao permitindo que ARF4-rodopsina se ligue a RAB11a (pequeno
GTPase) e FIP3(efetor de RAB11e ARF) formando o complexo RAB11-ARF4-ASAP1-FIP3, 0 que
leva a hidrdlise do GTP em ARF4, dissociando a vesicula transportadora, do complexo de Golgi
[21,23,24,25,26,27].

Pensa-se que o transporte, ao longo dos microtibulos, da rodopsina em vesiculas
transportadoras do Golgi, para a base do cilio, requer Tctex-1(cadeia leve da dineina), que conecta
as vesiculas transportadoras aos motores, e requer IFT20 (IFT-B), que serve como adaptador
que se liga a rodopsina e outros IFTs na base do CC [25,28]. Além disso, durante o transporte até
a base do cilio, ASAP1 recruta RAB8-GDP e Rabin8 (fator de troca de guanina) ao complexo
[23,25,28].

As proteinas anteriormente referidas, asseguram o transporte da vesicula até ao local alvo, dado
a suainteracao com proteinas localizadas perto da membrana periciliar. RAB11ativa Rabin8 que
érecrutado paraavesicula secretora que se esta aformar e que, consequentemente, ativa RABS8.
0 complexo RAB11-rabin8-RABS8recruta complexos exociticos (como SEC15), SNARE e VAMP?,
tornando a vesicula preparada para fusao com a membrana plasmatica perto da base do CC (que
contém proteinas que se ligam a SNARE como sintaxina 3 e SNAP25) e assim, entregando as
proteinas membranares ao seu destino [23,24,25,26,28].

Além disso, outros componentes podem ser necessarios como satélites centriolares, como por

exemplo, o complexo BBSome (neste caso BBS4), que se associa a Rabin8, proteinas ciliares



como o RPGR (que também ativa RAB8) e a complexos proteicos de transporte Intra flagelar

[21,23,27].

1.4.2 Transporte através do cilio de conecgao

O transporte de proteinas soldveis e membranares, através do CC até ao segmento externo dos
fotorecetores, envolve uma combinacao de transporte ativo e difusao passiva com mecanismo
de filtragem.

No transporte ativo, as vesiculas transportadoras fundem-se com a membrana periciliar,
libertando a carga no segmento interno apical e depois entram no CC e sao transportados por
complexos proteicos de transporte Intra flagelar (IFT) para os discos nascentes, passando assim
a barreira de difusao membranar para entrar nos cilios. 0 movimento anterdgrado das proteinas
sintetizadas para o segmento exterior depende de complexo IFT-B e cinesinas, enquanto o
movimento retrégrado, parareciclagem e renovacao de proteinas, depende de complexo IFT-Ae
dineinas. O complexo BBSome age como adaptador para o IFT-B, controla o movimento para e
dentro do cilio, bem como fora deste, contribuindo para a remocao de proteinas indesejadas
[21,22,23,25].

Uma outra hipétese de transporte corresponde a da difusao ao longo da membrana ciliar,
independentemente dos IFTs. Neste caso, apds o transporte das proteinas para a membrana
periciliar por vesiculas de transporte e sua libertacao para a membrana plasmatica, as proteinas
destinadas a permanecer na membrana plasmatica do segmento interno simplesmente se
difundem aleatoriamente até a uniformidade e as proteinas destinadas ao segmento externo se
difundem até encontrarem o complexo BBSome ou algum outro porteiro na base do cilio de
conexao e depois voltam a difundir-se em direcao aos parceiros de ligacao que determinam sua
localizacao no segmento externo. No caso darodopsina, este liga-se a ele mesmo, onde dominios
extracelulares em uma membrana de disco recém-formada interagem com dominios
extracelulares membrana do disco formado previamente, mantendo as membranas juntas como
velcro estocastico [23].

Por outro lado, as proteinas soliveis evitam completamente o ponto de verificacao no cilio de
conexao. Estes movimentam se livremente e preenchem os espacos citoplasmaticos,
equilibrando a concentracao de forma uniforme em todos os lugares, sendo que a concentracao

é ditada pelo tamanho destes e pelo tamanho dos espacos em que entram [23].
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1.5 RPGR e asuafuncao

Na retina, RPGR encontra-se perto do CC e corpos basais, e tem como fun¢do a manutencao de
fotorrecetores maduros, facilitando a selecao e transporte de complexos de transporte de
proteinas [29,30,31].

0 RPGRIocaliza-se no cromossoma X (Xp21.1) e existem mais de 10 transcritos de mARN, apesar
de nem todas serem traduzidas para proteinas. Todas estas incluem na regiao N-terminal um
dominio RLD (RCCT like domain, ou seja, dominio semelhante ao requlador de condensacao
cromossémica) localizada nos exdes 1 ao 11, uma zona altamente conservada
evolucionariamente. O RLD é um fator de troca de guanina de pequenos GTPases, que catalisa a
conversao de GDP-GTPase, forma inativa, a forma ativa GTP-GTPase. O RPGR auxilia no
transporte de proteinas através dos cilios, pois o RLD interage com RAB8a e ajuda na retencao
de rab8a nos cilios e para além disso, RPGR interage com CEP290 e PCM1 que regulam a
localizacao de RAB8A (Figura 4) [20,29,30].

Um dos transcritos amplamente expresso € 0 RPGR™ constitutivo, com NM_000328. Este tem
19 exdes, é expresso em todos os tipos de células e encontrado na zona de transicao de cilios ou
nos centrossomos e centriolos nas células em divisao. Para além disto, RPGR™ tem um C-
terminal CTIL (C- cisteina, T-treonina, I-isoleucina, L- leucina) envolvido na localizacao ciliar do
RPGR[20,29,30].

Por outro lado, RPGR%> com NM_001034853, um outro transcrito essencial, estd associado
aos cilios primdrios da retina e tem 15 exdes. O RPGR?> é maior do que a isoforma
constitucional dada a regido repetitiva no exao 15, ORF15 (open reading frame 15), um hot spot
mutacional ndo conservado rico em glutamato-glicina. [20,29,30]. O C-terminal deste é
altamente conservado, denominado de dominio basico, por ser constituido por aminodcidos
basicos, que tém um papel na glutaminacao de RPGR, pois interage com TTLL5 (que provoca esta
alteracao pds-traducionais na proteina) [32].

Apesar de RPGR"ser altamente expresso durante o desenvolvimento dos fotorrecetores, a sua
expressao diminui em células adultas, o que sugere que este tem um papel funcional durante o
desenvolvimento celular.

Por outro lado, a expressao de RPGRPRF> qumenta com a maturacao dos fotorrecetores,
sugerindo ter um papel na integridade destes. [29,31]. Além disso, dada a interacao de RPGRORF"™
com vdrias proteinas ciliares, a sua funcao provavelmente estd envolvida no portao ciliar, no

transporte ou selecdo de cargas para transporte através do cilio (Figura 4) [29].
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0 RPGRO®¥5interage com proteinas ciliares como RABS (o que infuencia a selecao de rodopsina
para as vesiculas de transporte), interage com whirlin e usherina, influenciando o turnover da
actina e com PDE6D, desempenhando um papel na selecao de cargas [12]. 0 RPGR também
forma complexos com proteinas como NPHP1, NPHP2, NPHP4, NPHP5, CEP290/NPHP6
(componente dos y-links), proteinas motoras baseadas em microtdbulos e proteinas de
transporte intraflagelar, como /FT88[20]. A regido N-terminal de RPGR interage com RPGRIP1,
RPGRIPIL, SMC1, SMC3. 0 C-terminal interage com nuclefosmina e Whirlin [20,29].

Como o RPGR coopera com vdrias proteinas ciliares, isso pode significar que existe uma
sobreposicao da sua funcao com outras doencas ciliares e pode explicar a sobreposicao na
caracterizacao fenotipica entre doencas [20]. Também foram identificadas proteinas que
interagem com RPGR e que podem atuar como modificadores da doenca, podendo afetar sua

severidade, como RPGRIP1L, CEP290e IQCB1[12,20,29,30].
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Figura 4- Interacdes de RPGR com outras proteinas. Fonte: retirada e adaptada de Megaw, Roly D et al., 2015,
https://doi.org/10.1016/j.exer.2015.06.007.

1.5.1 Variacdes fendtipo-gendétipo de variantes no RPGR
Os diagndsticos clinicos de variantes em RPGR variam entre retinite pigmentosa ligada ao X (95
%), distrofia dos cones, cones e bastonetes, degeneracdo macular (3 %) ou ciliopatias (2 %)

[30,33].
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0 ORF15 é um hotspot mutacional, causador de 50-60 % das retinites pigmentosas ligadas ao X,
através de variantes frameshift ou nonesense que resultam em proteinas truncadas, devido a
delecdes de 1-5 pb [30,33,34,35,36]. Por outro lado, as variantes no dominio RLD, causadoras de
doenca, sao principalmente devido a variantes missence e inframe [29,33,35,36].

Ao longo do gene RPGRCPRF> existem variantes causadoras de doencas degenerativas dos
bastonetes e cones. No entanto, variantes que afetam predominantemente bastonetes, sao
encontradas principalmente na regiao RLD do gene. Existe ainda, uma mudanca progressiva do
fendtipo ao longo do gene, sendo que mais perto do dominio basico, regiao perto do terminal 3’ do
ORF15, os cones sao os fotorrecetores principalmente afetados [32,36,37,38].

Como RPGR é um gene ligado ao cromossoma X, a caraterizacao clinica no género feminino varia
desde assintomadtico até a apresentacao completa da doenca, semelhante ao fendtipo no género
masculino [20,29].

O estudo “The spectrum of structural and functional abnormalities in female carriers of
pathogenic variants in the RPGR gene” (Mays Talib et.al, 2018) [39], investigou o fendtipo e a
apresentacao clinica de portadoras de mutacdes no gene RPGR (em heterozigotia). Este estudo
mostrou que alterac6es pigmentares da retina ou sintomas visuais (como nictalopia, restricao do
campo visual, etc.), foram comuns em 70 % das mulheres portadoras e que 23 % das mulheres
portadoras apresentaram expressao completa da doenca, porém em formas menos severas do
que nos homens. Os resultados do estudo demonstram que os fenétipos clinicos nao sao raros
em mulheres com mutacoes no gene RPGR em heterozigotia.

Além disso, outros artigos também relataram mutacées em ORF15 no gene RPGR em mulheres,
como por exemplo, a variante c.2323_2324del encontrada em homozigotia e a variante
c.2543del, que apresentavam fendtipo semelhante a casos hemizigéticos da familia e que por
isso, foram previamente assumidos como autossémico dominante [40,41].

A inativacao do cromossoma X durante a fase embriondria ocorre de forma variavel em
diferentes conjuntos de células, resultando em mosaicissimo, por divisao clonal. Apesar de RPGR
ter inativacao completa, o enviesamento da inativacao do cromossoma X, ou seja, quando o
cromossoma X materno ou paterno é preferencialmente inativando, pode ser arazao pela qual a
doenca se manifesta em mulheres portadoras [15, 39]. Para além disso, modificadores
ambientais e genéticos podem influenciar a severidade e apresentacao clinica no género

feminino [37].
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Os sintomas presentes no género feminino, com variantes em ORF15 no RPGR, incluem
afinamento da retina periférico, miopia (sintoma comum), palidez do disco Gtico, constricao do
campo visual, tapetal like reflex (aparéncia refletiva/brilhante do fundo 6tico), fundo dtico com
espiculas dsseas, “‘neve” visual (percecao constante de objetos semelhantes a flocos de neve no
campo visual, podendo estes ter cores diferentes), cegueira aos 60-70 anos, nictalopia, cegueira
noturna, astigmatismo (podendo ser em apenas um olho), atenuacao de vasos sanguineos,

cataratas subcapsulares posteriores, atrofia macular e afinamento da coroide [39,41,42].

1.6 Otimizacao da sequenciacao ORF15 do gene RPGR

Dado ao aparecimento da demanda da sequenciacao da regiao ORF15 do gene RPGR, o
laboratdrio realizou a otimizacao do teste para o gene RPGR para essa regiao. Para isso, foram
desenhados primers para ORF15 e cinco amostras de novos pacientes foram sequenciadas por
Sanger. Dessas amostras, duas tiveram resultado positivo, sendo estes pertencentes a pacientes
da mesma familia. Uma das amostras é pertencente a um caso index (previamente identificado
por WES e depois confirmado por Sanger) e a outra é pertencente a progenitora do caso index. 0
caso index, do sexo masculino, apresenta sintomas semelhantes a distrofia macular, distrofia de
cones e bastonetes, e doenca de Stargardt, com inicio dos sintomas aos 6 anos de idade. A
progenitora do caso index (a sequnda amostra com resultado positivo) possui a mesma variante
em heterozigotia, mas nao apresenta nenhum sintoma clinico, estando saudavel. A variante
familiar identificada é c.3178_3179del p.(Glu1060Argfs*18) na regiao terminal alternativa do exao
15 (ORF15) do gene RPGR (chr.X) (NM_001034853.1). Esta variante leva a produgao de uma

proteina truncada conhecida por causar doenca (Figura 5 e Figura 6).
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Figura 5- Resultado de Sanger positivo do caso index. Mutagéo €.3178_3179del em hemizigotia, assinalado pelo
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sequéncia de referéncia, estas pela ordem 3'- 5". Imagem obtida a partir do Mutation Surveyor V5.1.2.
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Figura 6- Resultado de Sanger positivo da progenitora do caso index. Mutagao c.3178_3179del em heterozigotia
assinalado pelo retangulo vermelho; A primeira fila de sequéncia refere-se a sequéncia de referéncia, a segunda ao
amplicao sequenciado, e a terceira a qualidade da leitura por base. Estas trés filas correspondem a orientacao de

leitura 5'- 3. Imagem obtida a partir do Mutation Survey

orV5.1.2.

A sequenciacao realizada por Sanger apresentou limitagdes como a necessidade de varias

repeticoes do teste devido a resultados com leituras de baixa qualidade por base com
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sobreposicao de picos, dificultando a interpretacao dos resultados, ou ao nao alinhamento a
sequeéncia de referéncia.

Por outrolado, a técnica de sequenciacao com Capture based NGS apresenta também limitagoes,
como a dificuldade de capturar de hotspots mutacionais e regides repetitivas, resultando numa
menor especificidade, uma baixa cobertura e consequentemente, possiveis resultados falsos
negativos [43, 44].

0 ORF15 é umaregiao altamente repetitiva, de baixa complexidade e rica em purinas que excede
1Kb de tamanho, tornando-o um hotspot mutacional, no qual insercoes e delecées ocorrem com
frequéncia [44]. Dado a natureza desta regidao e possivelmente por adotar estruturas
conformacionais anormais, como hairpins, e consequentemente causar deslizamento ou
paragem na polimerase [45], a sequenciacdo e andlise desta regido torna-se dificil seja por
Sanger como por NGS [35,44,45].

Diante dessas dificuldades, o objetivo deste projeto foi desenvolver novos primers para
sequenciar essaregiao utilizando NGS multiplex, por meio de amplicon based enrichment, em vez
de hibridization captrue based enrichment usado no laboratdrio para painéis, o que ird permitir
aumentar a cobertura dessa regiao dificil de sequenciar. Além disso, como o NGS permite
sequenciar varias amostras em paralelo, ird permitir acompanhar o aumento de solicitacées
deste teste.

Foi ainda realizada uma analise descritiva dos testes executados pelo laboratério para as
Retinopatias Hereditarias, com o objetivo de descrever melhor este grupo de patologias bem
como selecionar casos potencialmente relacionados com RPGR, para serem usados na

sequenciacao do ORF15.
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2 Maétodos

2.1 Compilacao dabase de dados

Foram compilados os resultados de um painel de NGS de 309 genes para doencas retinianas e
um painel de NGS de 190 genes de retinite pigmentosa. Destes reultados, retirou-se a informacao
clinica e sexo do paciente, localizagao do hospital de origem e resultado do teste, que inclui, em
casos positivos, o gene afetado, a variante encontrada, zigotia e a classificacao da variante. Apds
compilacao, os dados foram formatados de forma a transformar os resultados em dados
ndmericos (por exemblo 0- negativo; 1- positivo), (Anexo 1). Esta conversao foi feita para a
realizacao de estatistica descritiva, utilizando o IBM SPSS Statistics 28.0.0.0 e o Excel. Foi
estudada a proporcao de resultados negativos/positivos, a representatividade dos testes por
regiao, por sexo e por genes (nos resultados positivos) e a distribuicdo de tipo de variantes dentro
dos resultados positivos (VUS, provavelmente patogénico ou patogénico). Além disso, a base de
dados foi usada ainda para correlacionar a apresentacao fenotipica nos genes mais

frequentemente mutados.

2.2 Desenho de primers ORF15 e escolha do programa de amplificagcao

Para o desenho de primers foi realizada uma pesquisa bibliografica com o objetivo de encontrar
laboratdrios que ja tenham realizado esta otimizacao com sucesso. Destes foram encontrados 2
artigos candidatos (que sequenciaram a regido com sucesso utilizando primers especificos para
a regiao) [34,46]. 0 nome dos primers, utilizados para o projeto, foi atribuido segundo o gene,
numero do exao e iniciais do primeiro autor do artigo em que a sequéncia do primer foi retirada
(Tabela 3 e Tabela 4). Utilizando os primers destes artigos, primeiro foi realizada uma revisao
destes primersutilizando o SNPcheck, BiSearch, UCSC e o UMelt para verificar que estes nao tém
SNPs (single nucleotide polimosfisms), que sao especificos, para confirmar que a temperatura de
meltingentre os primers nao varia mais do que 2°C e para verificar a curvade meltingdo amplicao,
o que permite escolher as condicdes de PCR (Polymerase Chain Reaction). Apds revisao, apenas
foi diminuido o tamanho do primer reverse do RPGR_15_NEID pois apresentava SNP (Tabela 4) e
decidiu-se usar a enzima TaKaRa LA Taq HS para ambos os pares de primers, sendo este, a

enzima ja utilizada pelo laboratdrio para sequenciacao de amplicdes longos, regioes de alta
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homologia entre genes (como em pseudogenes ou regiées reguladoras que controlam a

expressao genética), e de sequéncias mitocondriais.

Tabela 3-PrimerRPGR_15_LI utilizado e resultados da sua revisao

RPGR_15_LI

Primer forward

5'-AGCCAGACAGTTACATGGAAGGTGCAA-3'

Tamanho do Primer forward (n? de pares de base)

27

Primer reverse

5-TGTCTTTGGCTCCTTAACACAGCTGCA-3’

Tamanho do Primer reverse (n? de pares de base)

27

Tamanho do amplicdo (n? de pares de bases) 2100

SNPs existentes na regiao dos primers (unidades) 0

Temperatura de melting dos primers (°C) 69.9-70.6
Primerespecifico para o amplicao alvo sim

Numero de picos na curva de melting do amplicao | 2

resultante (unidades)

Enzima usada TaKaRa LA TaqHS

Notas: SNP- nimero de Single Nucleotide Polimorfisms;

Fonte: primerretirado de Li, Jianli et al., 2016, https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2016.06.007

Tabela 4- Primer RPGR_15_NEID original e o alterado (utilizado) e resultados das suas revisdes

RPGR_15_NEID

Primer original do artigo * Primeralterado e usado
Primer forward 5'-GACTAAACCCATAATATCCAAATCCA- | 5'-GACTAAACCCATAATATCCAAATCCA-

3 3
Tamanho do Primer | 26 26
forward (n? de pares
de base)
Primer reverse 5'-GCCAAAATTTACCAGTGCCTCCTAT-3' | 5'-CAAAATTTACCAGTGCCTCCTA-3'
Tamanho do Primer | 25 22
reverse (n? de pares
de base)
Tamanho do amplicao | 1953 1951
(ne de pares de bases)
SNPs existentes na | 2 0
regiao dos primers
(unidades)
Temperatura de | 60.5-64.5 60.5-58.3
melting dos primers
(°0)
Primerespecifico para | sim sim
o amplicao alvo
Nimero de picos na | 2 2
curva de melting do
amplicao  resultante
(unidades)
Enzima usada HotfireTaq ou HotstarTaq TaKaRa LA TaqHS

Notas: SNP- nimero de Single Nucleotide Polimorfisms;

*Fonte: sequéncia do primerretirado de Neidhardt, John et al., 2008, Molecular vision, 14,1081-1093.
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https://doi.org/10.1016/j.jmoldx.2016.06.007

Para a decisao do programa de PCR a usar, teve-se em base as indicacdes da bula da enzima
utilizada (TaKaRa LA Taq HS) e as optimizacGes realizadas anteriormente para o gene PMS2, em
que também é utilizada a mesma enzima para PCR e é um gene dificil de sequenciar, por ter

pseudogenes e uma regiao repetitiva.

2.3 Amostragem para testar os primers

Os primers escolhidos foram testados em amostras normais de ADN, ou seja, de individuos
saudaveis, com controlos negativos para cada par de primer, para garantir que a regiao é
amplificada e os primers sao especificos (Tabela 5). Sendo que os primers que obtiveram o
resultado esperado, ou seja, a amplificacao especifica do fragmento alvo, prosseguiram para o

resto do ensaio de NGS para verificar se se obteve cobertura suficiente.

Tabela 5- Planeamento do primeiro ensaio para testar os dois pares de primers.

Posicao tubo Al A2 A3 A4
Estudo (Amostra) CN141 CN14_2 CNEG CNEG
Amplicao RPGR_LR15_NEID RPGR_LR15_LI RPGR_LR15_NEID | RPGR_LR15_LI

Para cada par de primers testado com uma amostra normal, também foi testado com um controlo negativo. CN14_1-
controlo normal n?14, aliquota 1; NC14_2- controlo normal n?14, aliquota 2; CNEG- controlo negativo;
Assim, os primers que apresentaram os resultados desejados, foram utilizados para testar as
amostras de ADN que haviam sido previamente testadas com Sanger, incluindo as trés amostras
que tiveram resultado negativo, além das duas amostras com resultado positivo anteriormente
referido, totalizando cinco amostras.
Além disso, com base nos dados compilados dos painéis de NGS de retinite pigmentosa e de
doencas retinianas, foram selecionadas nove amostras de ADN para serem também testadas
com estes primers. Estas amostras foram selecionadas utilizando os seguintes critérios:

¢ Indicacao nainformacao clinica de hereditariedade ligada ao X;

e Presenca de pelo menos um familiar masculino afetado que ndo seja uma

transmissao de pai parafilho;

Nao foi possivel selecionar amostras com base no fendtipo, dado que as informacoes clinicas dos
pacientes eram limitadas ou quase inexistentes. No entanto, foi possivel excluir alguns individuos

com basse nos critérios de selecao referidos.
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2.4 Ensaiode NGS

2.4.1 Extracao de ADN

As amostras de ADN foram obtidas através da extracao automadtica de sangue periférico
utilizando QIAsymphony, técnica baseada em silica com utilizacao de particulas magnética, de
forma a obter uma concentracao aproximadamente 75 ng/uL. Apds extracdo, foi avaliada a
quantidade e qualidade da amostra, utilizando Epoch 2 Microplate Spectophotometer, e a
integridade (com o objetivo de avaliar a degradacdo da amostra) recorrendo a corrida de
eletroforese. A concentracdo minima aceitavel utilizada é de 20 ng/pL e a razdo A260/A280
entre 1.5-2. Por fim a amostra foi diluida de forma a obter se uma aliquota de ADN a 20 ng/uL
com volume 50 pL. Todo este procedimento anteriormente referido foi executado pelo

departamento de extracao do laboratdrio.

2.4.2 Amplificacao

Primeiramente, foi preparado o mix de primers através da adicao de 10 uL Primer Forward
(ORF15), 10 uL Primer Reverse (ORF15), das solucdes stock respetivas a 100 nmol/uL, e 80 uL
de dgua autoclavada num microtubo de 1.5 mL. De sequida, preparou-se a mix de reagentes com
as seguintes quantidades do kit TaKaRa LA Taq Hot Start Version, realizadas no frio para com
duas reacoes em excesso. Ou seja, por amostra preparou-se 18.5 pL de agua livre de RNAses, 5
uL de10x LA PCR buffer, 8 uL de dNTP mix e 0.5 uL da enzima Takara LA Taq HS. Sequidamente,
as preparacoes dos tubos de amostras para o PCR foram realizadas numa placa fria e foi
acrescentado por amostra 32 pL da mix dos reagentes e 10 pL da mix dos primers e 8 uL de ADN
a 20 ng/uL, excetuando o controlo negativo, que em vez de ADN, adicionou-se 8 uL de buffer
ATE do QIAsymphony DNA Mini Kit (fornecido pelo departamento de extracdo). A Tabela 6
representa o programa de PCR utilizado no passo seguinte, que corresponde ao utilizado também

para o gene PMS2 ja otimizado:
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Tabela 6- Programa de PCR utilizado

Temperatura (°C) Tempo Ciclos (n?)
Ativacao 94 Tmin 1x
Desnaturacao 98 15s
Amplificagao Annealing 68 20 min 30x
Extensao
Extensao final 72 10 min 1x
Hold 10 oo

2.4.3 Eletroforese em gel de Agarose
Para analisar e validar a amplificacao por PCR (controlo de qualidade interno) foi utilizado o
Qiagen QlAxcel, de acordo com o manual de instrucées disponibilizados pelo fornecedor,

utilizando marcador de 15-5000 pb, sendo que 0 nosso amplicao tem por volta 2000 ph.

2.4.4 Purificacao dos produtos de amplificacao

Foi pipetado 30 uL dos produtos de PCR para uma MIDI plate (placa de 96 pocos) e nestes foi
ressuspendido 54 pL de beads CLeanNGS (esferas magnéticas) e depois foi incubado 5 min a
temperatura ambiente e novamente 5 min na placa magnética. O sobrenadante foi retirado e foi
adicionado 200 pL etanola 70 % e incubado por 30 segundos apds retirar o etanol sem tocar nas
esferas magnéticas. Foirepetida alavagem com etanol e apds isso, as esferas magnéticas foram
secas no termociclador em pausa aos 37 °C. Assim que os aglomerados formados pelas esferas
magnéticas formaram uma fissura, foi adicionado 40 uL de dgua (Ambion DEPC- treated water)
e a solucao foi homogeneizada e incubada durante 2min a temperatura ambiente e novamente 2
min na placa magnética. Por fim, foi retirado 27 uL do sobrenadante (ou todo ele) e transferido

para novos pocos.

2.4.5 Quantificacdo e diluicao dos amplicées purificados

Foi preparado o mix de quantificacao utilizando o kit Qubit dsSDNA BR Assay, suficiente para o
numero de reacdes necessarias incluindo 2 standards mais duas reacoes em excesso, sendo que
para cada reacao é adicionada 199 uL de buffer BR e 1 uL de fluoréforo. Apds a preparacao da
mix, foram preparadas aliquotas para a quantificacdao, adicionando 198 puL do mix de
quantificacao e 2 uL de amostra, com excecao das aliquotas dos standards, onde foi adicionado
190 pL da mix e 10 pL do standard. Para a quantificacao, foi utilizado o Qubit 2.0, de acordo com
as instrucoes do fornecedor. Com base nos resultados da quantificacao, em novos tubos, as

amostras foram diluidas, de forma a obter uma concentracao de 10 ng/pL utilizando agua HPLC
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como diluidor e foi novamente quantificado para confirmar a concentragdo. Por fim, num novo
tubo, juntou-se 5 pL de cada diluicao que pertencem a mesma combinacao de indexes (pool de

amostras) num mesmo tubo.

2.4.6 Fragmentacao e Tagmentacao

Utilizando o kit SureSelect QXT Library Prep, em tubos de PCR foram preparados por cada
poco, 17 uL de QXT buffer, 4 uL de QXT enzyme Mix ILIM e 2 uL da amostra. A fragmentacao foi
realizada com o seguinte programa de PCR (pré-aquecido): 1ciclo a 45 °C, por 10 min, e 1cicloa
4 °C, por 1 min (com hold a 4 °C). Por fim, apds terminada a corrida de PCR, foi adicionado 32 uL
de QXT Stop solution (realizado sob uma placa fria) e depois foiincubado a temperatura ambiente

durante 1 min.

2.4.7 Purificacao dos produtos de Tagmentacao

Foi pipetado 60 pL dos produtos de PCR para uma MIDI plate e nestes foi ressuspendido 65 pL
de beads CLeanNGS (esferas magnéticas) e depois foi incubado 5 min a temperatura ambiente e
novamente 5 min na placa magnética. O sobrenadante foi retirado e foi adicionado 200 pL de
etanola 70 % e incubado por 1min. Depois o etanol foi retirado sem tocar nas esferas magnéticas
e foi novamente repetida a lavagem com etanol. Apds isso, as esferas magnéticas foram secas
no termociclador em pausa, aos 37 °C. Assim que os aglomerados formados pelas esferas
magnéticas formaram uma fissura, foi adicionado 11 uL de 4gua (Ambion DEPC- treated water) e
a solucao foi homogeneizada, incubada durante 2 min a temperatura ambiente e novamente
colocada 2 min na placa magnética. Por fim, foi retirado todo o sobrenadante e transferido para

novos pocos.

2.4.8 Ligacao de sequéncias identificadoras de amostra (indexes) para NGS por PCR
(Polymerase Chain Reaction)

Primeiro foi preparado ao frio, o mix de PCR utilizando o kit SureSelect QXT Library Prep para o

numero necessario de reacoes mais dois em excesso. Para cada reacao foi colocado 13.5 pL de

agua livre de nucleasses, 10 pL de Herculase Il 5x Reaction Buffer, 0.5 uL de 100 mM dNTP mix

e 1L de Herculase Il fusion DNA polymerase. Numa placa fria, foi adicionado em cada tubo, 25

uL do mixde PCR preparada, 1 uL do indexP7 e 1uL do index P5 adequado a cada tubo/biblioteca
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(pertencente ao mesmo kit referido) e 10 uL de ADN purificado. O programa de PCR utilizado para
aligacao dos indexes foi a seguinte: 1 ciclo a 98 °C por 2 min, 6 ciclos a 98 °C por 30 seg,a 58 °C

por 30 seg e a72°Cpor1min e por fim1cicloa 72 °C por 5 min (com holda 4 °C).

2.4.9 Purificacao dos produtos de amplificacao

Foi pipetado 40 pL dos produtos de PCR para uma MIDI plate e nestes foi ressuspendido 60 pL
de beads CLeanNGS (esferas magnéticas) e depois foi incubado 5 min a temperatura ambiente e
novamente 5 min na placa magnética. O sobrenadante foi retirado e foi adicionado 200 pL de
etanol a 70 % e incubado por 1 min apds retirar o etanol sem tocar nas esferas magnéticas. Foi
repetida a lavagem com etanol e apds isso, as esferas magnéticas foram secas no termociclador
em pausa aos 37 °C. Assim que os aglomerados formados pelas esferas magnéticas formaram
uma fissura, foi adicionado 25 uL de dgua (Ambion DEPC- treated water) e a solugdo foi
homogeneizada e incubada durante 2 min a temperatura ambiente e novamente 2 min na placa

magnética. Por fim, foi retirado todo o sobrenadante e transferido para novos pocos.

2.4.10 Avaliacao e pooling das bibliotecas

Para a avaliacao das bibliotecas foi utilizado novamente o Qubit 4.0, descrito anteriormente, e
ainda foi realizada a avaliacao utilizando a TapeStation, a D1000 ScreenTapes, incluindo os
reagentes High Sensitivity D1000 e o respetivo software de acordo com as instrucoes do
fornecedor. Para tal, foram realizadas aliquotas adicionando 2 pL de D1000OHS Sample Buffer e
2 pL das hibliotecas. Segundo os resultados das quantificacées, num novo tubo, foram
adicionadas quantidades especificas de cada pool e de RSB (ressuspension buffer), de forma a
obter-se uma concentracao de 10 nM. A partir deste, foi realizada uma nova diluicao com 12 pL
da poola10 nM e 18 pL de RSB, de forma a obter uma concentracao de 4 nM. De sequida, estas
duas pools preparadas (tubo a 10 nM e outro a 4 nM) foram novamente avaliadas na TapeStation,
cada um em triplicado, com o objetivo de confirmar se as concentracdes foram preparadas com

sucesso.

2.4.11 Sequenciacao NGS
Num novo tubo, foi adicionado 5 uL de NaOHa 0,2 N e 5 uL da poola 4 nM para desnaturar o ADN
e foi incubada por 5 min. De sequida, utilizando o KIT MiSeq reagente Nano v2 da lllumina, foi

adicionado 990 uL de HT1a pooldesnaturada (para a desnaturacao). Depois, foi colocado 270 pL
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deste (pool com HT1) num novo tubo e adicionado 330 uL de HT1de forma a obter uma dilui¢ao
de 9 pM (poolfinal). A MiSeq cartridge da lllumina foi preparada para a corrida, preparando uma
mix de primer1(com buffer do poco 12 da cartridge e 3 uL de primer 1), uma mix de index (com
buffer do poco 13 da cartridge e 3 L de index) e uma mix de primer 2 (com buffer do poco 14 da
cartridge e 3 uL de primer 2). Por fim a cartrigde foi carregada com a mix de primer1no poco 18,
mix de index no poco 19, mix de primer 2 no poco 20, 600 uL da pool diluidaa 9 pM no poco 17 e

a corrida de NGS pela lllumina MiSeq foi iniciada, conforme as instrucdes do fornecedor.

2.4.12 Controlo de qualidade e classificacao de variantes

A ferramenta bioinformatica para a andlise da qualidade da corrida de NGS utilizada é a
BaseSpace, o que permite avaliar 0 %Q30 e %PF (qualidade das bases e clusters), que devem
estar acima 80 %, indexing QC, que permite avaliar a representatividade dos index (e
indiretamente da amostra), devendo esta ser homogénea, e a densidade dos clusters que deve
estar entre 600-1000. Foi utilizado o programa Dragen Germline Pipeline V.3.2.8 (illumina) para
o0 alinhamento e a obtencao da Bam e VCF, utilizando como sequéncia de referéncia Homo
Sapiens (UCSChg19). Para desenhar a BED necessdria (que inclui o exao desejado +/- 8 ph), para
a geracao da Bam e VCF, foi utilizado UCSC. Foi utilizado o Omnomics para avaliar a qualidade
dos resultados (quality report). Neste deu-se atencao a qualidade das bases, devendo ter uma
leitura maior ou igual a 20, e a percentagem de cobertura a 20x ser 100 %. Para a classificacao
das variantes encontradas, foi utilizado a Alissa Interpret para filtrar estas variantes, recorrendo
ao ficheiro VCF, e o Alamut Visual Plus v.1.6.1 para auxiliar a classificacao destas variantes,
segundo as guidelines da ACMG (por precaucao, as outras variantes filtradas também foram
classificadas, podendo ter alguma significancia). Quanto a Alissa interpret, os filtros aplicados
sobre as variantes encontradas, foram desenhados pelo laboratdrio. A Figura 7 representa o

algoritmo programado na Alissa utilizado.
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Figura 7- Workflow do processo de filtragem e os seus critérios, usada para as variantes encontradas. Este algoritmo foi
desenhado na Alissa Interpret. O input corresponde as variantes presentes no ficheiro VCF. As variantes que passam o
processo de filtragem irdo pertencer a uma das caixas verdes (match).
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3 Resultados

3.1 Compilagao dos resultados dos painéis e sua andlise descritiva

Foram compilados os resultados de um painel de 309 genes para doencas retinianas e um painel
de 190 genes de retinite pigmentosa. Esta compilacao resultou num conjunto de 592 resultados
das quais 182 (30.7 %) eram negativas e 410 (69.3 %) positivos, das quais 187 pertenciam ao
painel pararetinite pigmentosa e 223 ao painel para doencas retinianas. A maioria dos resultados
provém de pacientes de Portugal (553), dos quais 469 sao de Coimbra. Esta maior
representatividade na regiao de Coimbra, deve-se a existéncia de mais contratos com hospitais
e laboratdrios dessa regiao.

Dentro dos 223 resultados positivos do painel para doencas retinianas, 123/223 (55.16 %)
tinham uma variante causadora de retinite pigmentosa.

Dentro de todos os casos positivos, as distribuicoes das diferentes classificacées de variantes
sao semelhantes, sendo que 38.46 % sao classificados como patogénicos, 31.95 % como

provavelmente patogénicos e 29.59 % como VUS (Figura 8).

H Patogenico M Provavelmente patogenica VUS

Figura 8- Percentagem de variantes patogénicas, provavelmente patogénicas e de
significado incerto. VUS- variante de significado incerto. Obtida utilizando o IBM SPSS.

Quanto ao sexo, foram estudados 316 mulheres e 276 homens. Para além disto, 52.2 % dos
homens e 62.3 % das mulheres apresentam retinite pigmentosa (57.6 % dos individuos),
provando que é uma das doen¢as mais comuns das doencas hereditarias da retina.

A maioria das variantes detetadas, encontravam se nos genes ABCA4 (15.8 %), EYS (11.3 %) e

USH2A (8.1 %), o que corresponde aos dados globais do artigo anteriormente referido [3]. No

26



entanto, ao contrario desses dados globais, 0 RPGRnao se encontra como um dos mais mutados
(3 casos, ou seja, 0.6 %) nos resultados do laboratdrio (Tabela 7, Figura 9).

Nos casos com variantes encontradas em ABCA4, as mais comuns foram c.1804C>T (15
individuos), c.5882G>A (10 individuos) e 18 individuos que apresentaram as duas variantes

€.5044_5058del e c.4926C>G, sendo que 8 casos partilhavam 3 destas variantes.

Tabela 7- Distribuicao dos genes resultantes da compilacao dos painéis WES de retinopatias hereditarias e de
doencas retinianas do laboratdrio

GENE N % GENE | N % GENE N %
ABCA4 PRPF4 3 0,6 PDE6C 1 02
EYS 59 13 RPGR 3 0,6 SLC38A8 1 0,2
USH2A 42 8,1 CDH3 3 0,6 TULP1 1 02
CRB1 18 35 PDE6B 3 0,6 NMNAT1 1 0,2
CNGA3 16 31 AHI1 3 0,6 SPATA7 1 02
CNGB3 13 25 PRPF6 3 0,6 SEMA4A 1 0,2
RP1 13 2,5 SNRNP200 3 0,6 ZNF513 1 02
CERKL 13 25 RS1 3 0,6 CYP4V2 1 0,2
RPE65 12 23 IMPG2 2 0,4 ARSG 1 02
RHO 12 23 TOPORS 2 0,4 KLHL7 1 0,2
RDH12 1 21 RIMS1 2 0,4 IMPDH1 1 02
PRPF31 10 19 AGBL5 2 0,4 CDH23 1 0,2
NR2E3 10 19 ARL2BP 2 0,4 CDHR1 1 02
RDH5 8 15 HMCNT 2 0,4 BBS2 1 0,2
MERTK 8 15 NRL 2 0,4 RBP4 1 02
P83 7 13 CNNM4 2 0,4 NPHP1 1 0,2
PRPH2 7 13 10CB1 2 0,4 OAT 1 02
BBS1 7 13 AIPL1 2 0,4 MAK 1 0,2
KCNV2 6 12 KIAA1549 2 0,4 OPNILW 1 02
CHM 6 12 MYO7A 2 0,4 GuUCY2D 1 02
HGSNAT 6 12 ADGRV1 2 0,4 CACNA2D4 1 0,2
ROM1 6 12 PRPF8 2 0,4 SLC24A1 1 02
WDR19 6 12 PCARE 2 0,4 PCDH15 1 0,2
CRX 5 1,0 LCA5 2 0,4 ADAMS9 1 02
CEP290 5 1,0 HK1 2 0,4 RPIL1 1 0,2
CNGBT 5 1,0 CLN3 2 0,4 ABHD12 1 02
IMPG1 5 1,0 ALMS1 2 04 ATF6 1 02
BESTI1 4 0,8 FSCN2 1 0,2 EFEMP1 1 02
IFT140 4 0.8 TRPM1 1 0,2 WHRN 1 0,2
COL18AT 4 0,8 dup(16)(p11.2) 1 0,2 SAG 1 02
PDEGA 4 0.8 LRP5 1 0,2 RP2 1 0,2
RPGRIP1 4 0,8 CNGAT 1 0,2
LRAT 3 06 POC1B 1 0,2

N- Ndmero de casos; %- percentagem;
Tabela obtida utilizando o IBM SPSS.

Além disso, 13 (2.2 %) das variantes encontradas pertenciam a genes ligados ao X, sendo que

uma das variantes foi encontrada num individuo feminino.
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Ainda, 70/97 (72.2 %) dos genes com variantes encontradas, ou seja, a maioria dos genes,
aparecem numa frequéncia abaixo de 1% (Tabela 7).

ABCA4

EYS
11%

$

L
=

7// \‘ USHZA

CNGA3
CNGB3 3%
RPL| 34

(]

RPE65 |CERKL
2% | 3%

Figura 9- Distribuicao dos genes com variantes causadoras de retinopatias hereditarias, a partir da compilacao
realizada dos painéis de retinopatias hereditarias e de doencas retinianas. E possivel observar que a maioria dos
genes com variantes encontradas aparecem numa frequéncia baixa. Figura obtida utilizando o IBM SPSS e o Excel.

3.1.1 Caracterizacgao fenotipica dos genes mais mutados

Sendo que a maioria dos genes aparecem nos dados com frequéncia <1 %, apenas foram
avaliados fenotipicamente os genes com maior representatividade, ou seja, os genes ABCA4,
EYS e USHZ2A, pois sao nos que hd 29, 36 e 24 pacientes com informacao clinica disponivel,
respetivamente. E de notar que a quantidade de informacao clinica disponivel por paciente é
variada e como tal, os resultados nao serao completos.

Variantes patogénicas no gene ABCA4 causam distrofia dos cones e bastonetes 3 (MIM 604116),
doenca de Stargardt 1 (MIM 248200) e retinite pigmentosa 19 (MIM 601718), com
hereditariedade autossémica recessiva. 17/29 (58.62 %) dos casos sao de individuos femininos
e 12/29 (41.38 %) sao casos de individuos masculinos. Nove individuos apresentaram retinite
pigmentosa com aparecimento principalmente na infancia e um aos 20 anos. Em trés casos, 0s
cones/cones-hastonetes estavam afetados, com aparecimento em idades variadas (infancia,

idade escolar ou 24 anos). Treze dos casos apresentavam distrofia macular/Stargardt com

28



aparecimento principalmente na infancia ou jovens adultos, excetuando um dos casos que se
manifestou aos 51 anos. Em quatro casos, a informacao clinica foi mais detalhada, relatando
carateristicas fenotipicas como distrofia multifocal em padrao, falvimaculatus, estrabismo,
atrofia féveal com alteracoes pigmentares, disfuncao grave generalizada da retina a nivel dos
fotorrecetores, dificuldades motoras, especialmente motricidade fina, pouca forca muscular e
ligeiro atraso motor (andar aos 24 meses) ou fotofobia.

Variantes patogénicas no gene EYS causam retinite pigmentosa 25 (MIM 602772), com
hereditariedade autossémicarecessiva. Quanto aos individuos diagnosticados com variantes em
EYS,17/36 (47.2 %) eram mulheres e 19/36 (52.8 %) homens. Nestes dados, o inicio varia dos 6
aos 60 anos de idade. Todos os individuos apresentaram sintomas de retinite pigmentosa,
nomeadamente atrofia periférica, com espiculas de pigmento, maculopatia bilateral, nictalopia,
perda de visao progressiva, discromatopsia, miopia, astigmatismo e constricao do campo visual.
Além disso, quatro individuos apresentaram outras carateristicas menos comuns como
glaucoma no olho, neuropatia dtica isquémica, surdez ligeira bilateral neuro sensorial,
descolamento do vitreo ou catarata bilateral.

Quanto as variantes patogénicas no gene USH2A, estas causam retinite pigmentosa 39 (MIM
6138093) ou sindrome de Usher tipo 2A (MIM 276901), ambas de hereditariedade autossémica
recessiva. De entre os resultados positivos com variantes neste gene, 10/24 (41.7 %) sao
mulheres e 14/24 (58.3%) sao homens. Todos os casos apresentaram retinite pigmentosa e
13/24 (54.2 %) tinham alteracdes auditivas/surdez, com aparecimento na infancia/idade
escolar, excetuando um caso com incidéncia a nascenca. Quanto a retinite pigmentosa e perda
de visao, estes apareceram mais tarde, entre os 10 e 39 anos de idade, e com manifestacoes
como a degeneragao macular, miopia evolutiva, diminuicao da acuidade visual ou fotofobia. Além
disso, 6 individuos apresentaram outras carateristicas como QI normal com caracteristicas
dismdrficas (incisivos proeminentes, sobrancelhas pesadas), insuficiéncia renal, enxaquecas na

infancia, espondilite anquilosante, Diabetes Mellitus tipo 2, dislipidemia ou nictalopia.

3.2 Validacao dos novos primers desenhados com amostras normais

Quanto aos dois pares de primers desenhados, os amplicdes resultantes do PCR tém por volta de
2000 pb, sendo que se espera na eletroforese em gel de agarose, usada para avaliacao do PCR,

handas desse tamanho.
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Podemos observar na Figura 10 que apenas o par de primer RPGR_15_LI apresentou
amplificacao e esta encontra-se no tamanho desejado, mostrando-se também especifico pois

nao apresenta bandas de outros tamanhos.

Al A2 A3 Ad
5000.0— —5000.0
4000.05——— ————4000.0
000.0-220-0— —9500.0.500.0
2500.0— —— —2500.0
2000.0—— 2000.0
1500.0— —1500.0
1200.0——— 1200.0
1000.0— —1000.0
750.0——— 750.0
500.0— —500.0
280.0——— 250.0
15.0— =150

Figura 10- Resultado da corrida de eletroforese em gel, em amostras normais. E possivel verificar que apenas na
segunda amostra houve amplificacao, dado que se observa uma banda por volta dos 2000pb, correspondendo ao
caso com os primers RPGR_15_LI. As bandas representadas perto dos 15pb podem representar lixo, alguma
degradacao de ADN ou resultado de primer dimer; A1- Controlo normal com RPGR_15_NEID; A2- Controlo normal
com RPGR_15_LI; A3- controlo negativo com RPGR_15_NEID; A4- controlo negativo com RPGR_15_LI;

Quanto a sequenciacao por NGS, esta passou os controlos de qualidade, sendo que a qualidade
por base, em média, foi maior que 19, a cobertura foi sempre superior a 20 (dados obtidos pelo

Omnomics) e a cobertura média e a mediana foram de 1196 leituras (Figura 11).
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BAM alignment: RPGR_PRIMEIRO_TESTE.bam
Gene locus: RPGR

Coverage

On-Target Off-Target Locus

21x [100% 1% 5%
>30x [100% 1% 5%

Average depth | 1196 a 1101
Median depth | 1196 766 1131

Max depth | 1675 | 1060 1675 |

Figura 11-Estatistica da cobertura das leituras por
base daamostranormal. Locus- corresponde a regiao
on-target e off-target; Imagem obtida através do
Alamut1.6.1usando o ficheiro Bam e BED para ORF15
+/-8ph

3.3 Variantes encontradas das amostras de Sanger e dos Painéis

Ao testar as amostras de ADN, provenientes da sequenciacao de Sanger e dos painéis, com o
primer RPGR_15_LlI, os resultados de NGS passaram o controlo de qualidade correspondente a
um Q30 e %PF maior a 80 %, densidade entre 600 a1000, com uma representatividade de index
semelhantes e cobertura maior ou igual a 20 por base. Como tal, procedeu-se a classificacao das
variantes encontradas.

A variante dos casos positivos anteriormente referidos, do caso index e da progenitora
sequenciados por Sanger, foi classificada como patogénica sequndo os critérios da ACMG (que
se enquadrou nos critérios PM2_sup, PVS1, PP5).

Quanto aos resultados de NGS nas amostras negativas, selecionadas dos painéis, apenas em
7/12 amostras foram encontradas variantes. Destas, foram encontradas 28 variantes no total,
sendo que apds filtragem sobraram 11 variantes. Das 17 variantes descartadas, 7 situavam-se na
zona intrénica, das quais, 5 encontravam-se na regiao da ligacao dos primers (Amostra 1, Tabela
8).

Ainda é de notar que 4/7 amostras com variantes encontradas, tinham as variantes
€.2667_2669delGGA e c2341G>A em comum, mesmo antes de filtragem, sendo a primeira
classificada como benigna (com BA1 segundo os critérios ACMG) e a segunda excluida apés
filtragem. Além disso, uma destas amostras, para além destas duas variantes, também

apresentava outras. Ainda, foram encontradas outras duas variantes, que eram comuns entre
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2/7 amostras, a c.2223G>A e c.1754-103 C>T, sendo as duas excluidas apds filtragem e a tltima
pertencer a uma regiao intrénica (Tabela 8).

Quanto aos resultados de NGS nas 3 amostras negativas, anteriormente testadas por Sanger,
nao foi encontrado nenhuma variante num dos pacientes. Nos outros dois, foram encontradas 8
variantes no total, mas apds filtragens apenas sobraram 3. Nenhuma destas variantes
apresentaram significancia clinica, sendo as mesmas classificadas como benignas ou

provavelmente benignas (Tabela 9).

Tabela 8- Amostras com variantes encontradas apds sequenciacao de ORF15 do gene RPGR

Amostras Variantes Filtragem
c.1754-237A>C X
c.1754-239delA X
Amostra1 €1754-248_1754-242delAGAATCA X
c.1754-252_1754-251insCATGG X
c1754-253G>T X
€.3430G>A X
Amostra 2 ¢.3396CT X
€.2820_2840dupAGGGGAGGATGGAGAAGGGGA Pass
Amostra 3 €.2667_2669delGGA Pass
c.2341G>A X
Amostra 4 €.2667_2669delGGA Pass
c.2341G>A X
Amostra5 €.2667_2669delGGA Pass
c.2341G>A X
c.2667_2669delGGA Pass
€.2341G>A X
c.2517A>G Pass
Amostra 6 €.2606_2620delAAGAAGGGGAGGAAG Pass
c.3231T>A Pass
€.3074_3085delTGGAAGGGGAGG Pass
c.2223G>A X
c1754-103C>T X
c.2223G>A X
¢1754-103C>T X
Amostra 7 €.2919_2939dupAGGGGAGGAAGGAGAAGGGGA Pass
€.2541_2561delGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGG Pass
€.3264G>A X
€.3219CGT X

As variantes presentes em muiltiplas amostras estao de uma cor distinta; X- variantes que foram excluidas
durante a filtragem; Pass- variantes que permaneceram apos filtragem;
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Tabela 9- Classificacao das variantes encontradas por NGS, nos casos negativos de Sanger, apds filtragem de
variantes pela Alissa

Amostras | Género Zigotia Variante Efeito Class
Amostra M Homozigético €.2667_2669delGGA Inframe B
5
Amostra Homozigético | ¢.2919_2939dupAGGGGAGGAAGGAGAAGGGGA | Inframe PB
7 M Homozigético | c.2541_2561delGGAGGGGGAAGAGGAGGAAGG | Inframe B

Amarelo- variante em comum com trés amostras retiradas dos painéis; Class- classificacao; M-masculino; F-
feminino; B-benigno; PB- provavelmente benigno;

Quanto as amostras negativas retiradas dos painéis 4 amostras, nao apresentaram variantes e
uma amostra apresentava 5 variantes, no entanto todas estas foram filtradas por estarem
localizados fora da exao perto da ligacao dos primers. A filtragem resultou em 8 variantes

encontradas, que foram classificadas como benignas ou provavelmente benignas (Tabela 10).

Tabela 10- Classificacao das variantes encontradas apos filtragem de variantes utilizando a Alissa das amostras
selecionadas a partir dos casos negativos dos painéis

Amostras | Género Zigdtia Variante Efeito Class
Amostra M Hemizigético | c.2820_2840dupAGGGGAGGATGGAGAAGGGGA | Inframe B
2
Amostra F Homozigético €.2667_2669delGGA Inframe B
3
Amostra M Hemizigdtico €.2667_2669delGGA Inframe B
4
Heterozigatico €.2667_2669delGGA Inframe B
Amostra Heterozigético c.2517A>G sinbnimo | PB
6 F Heterozigatico €.2606_2620delAAGAAGGGGAGGAAG Inframe PB
Heterozigético €.3231T>A Nao B
sindbnimo
Heterozigético €.3074_3085delTGGAAGGGGAGG Inframe B

Amarelo- variante em comum em trés destas amostras e com uma amostra dos casos negativos de Sanger:
Class- classificacao; M-masculino; F-feminino; B-benigno; PB- provavelmente benigno;

Nos Anexo 2 e Anexo 3, encontram-se 0s critérios que permitiram chegar a uma classificacao

nestas variantes que foram filtradas por Alissa.
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4 Discussao

Quanto a compilagao dos resultados dos painéis, a doenca hereditaria mais prevalente é aretinite
pigmentosa e que as variantes principalmente associadas a doenca da retina sao ABCA4, EYSe
USH2A, o que confirma os resultados de outros artigos [3, 36]. Apesar de RPGR nao fazer parte
destes genes principais, isto pode ser devido a nao sequenciacao da regiao ORF15 do gene nos
painéis, ja que este é causador da grande parte de retinite pigmentosa ligada ao X [8,12,13,14].
Ainda é de referir ainda que na compilacao dos resultados dos painéis, a maioria dos genes
associadas a doencas hereditdrias da retina, aparecem com frequéncia <1 %, alinhando-se com
os resultados de outros estudos [3, 36]. Por esse motivo, apenas nos genes ABCA4, EYS e
USHZ2A foi possivel fazer a caraterizacao fenotipica, por haver uma maior frequéncia de
individuos com mutacdes nestes genes e, consequentemente, um conjunto maior de informacao
clinica disponivel. No entanto, ainda assim, houve individuos, onde a informacao clinica era muito
limitada.

Em estudos futuros, seria benéfico obter um conjunto mais abrangente de informacoes clinicas
dos pacientes, permitindo, desta forma, aumentar a caracterizacao fenotipica dos individuos e
estabelecer correlacdes genotipicas significativas. Uma informacao clinica mais alargada, ainda
ira permitir a melhor selecao de individuos para testes genéticos, a selecao de tratamentos
adequados, a avaliacao da eficdcia terapéutica e a facilitacao da classificacao de variantes (como
por exemplo, a informacao sobre a segregacao faz parte a um dos critérios da ACMG para
classificacao de variantes). Em relacao ao gene RPGR, mutacdes em ORF15 estdo associados a
um grau de miopia mais severa. Isto, pode ser umindicador para a realizacao de testes genéticos
para essa regiao e, possivelmente, indicar a severidade e progressao mais rdpida da doenca e,
consequentemente, uma menor janela terapéutica, sendo a sua implementacao necessdria o
mais cedo possivel [37].

Na sequenciacao do ORF15 do gene RPGR, os novos primers desenhados, a utilizacdo do de
amplicon based enrichment e condicoes de PCR especificos, permitiram aumentar a
sensibilidade e precisao do teste. Apesar dos resultados das amostras, previamente negativos,
terem permanecido negativos, nas amostras positivas, as variantes patogénicas foram
corretamente identificadas pelo novo método desenvolvido, mostrando que esta regiao foi
sequenciada com sucesso, facilitando e permitindo que este teste seja implementado no

laboratdrio.
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A razao dos primers RPGR_15_NEID nao terem apresentado amplificacao, pode ter sido porque
as enzimas utilizadas no artigo da qual os primers foram retirados, foram diferentes (HotfireTaq
ou HotstarTaq Polymerase) [46]. Para além disso, outro estudo usou também estes primers para
realizar confirmacao por Sanger, onde 15% das amplificacdes falharam [44].

Os primers do artigo, da qual os primers RPGR_15_LI foram baseados [34], foram também
utilizados por outros estudos pararesolver problemas na sequenciacdo do ORF15 no gene RPGR.
[35,36,44]

Apesar de tanto o laboratdrio, quanto o artigo que originou os primers PRGR_15_LI [34], terem
utilizado amesma enzima e primers, o programa de PCR utilizados diferem das condicdes de PCR
recomendadas pela bula da enzima (TAKARA LA Taq Hot Start) [47]. Isto mostra que, pode existir
variabilidade nos programas de PCR, sem necessariamente resultar em grandes alteracoes na
qualidade dos resultados. Cada laboratdrio deve otimizar o programa de PCR de acordo com as
suas proprias necessidades e com base nas recomendacoes do fabricante do material utilizado
[48].

Ainda nao foirealizada uma otimizacao para sequenciacao de ORF15 por Sanger pelo laboratdrio,
ja que é uma regiao dificil de sequenciar e como sao necessarias varias tentativas, foi decidido
otimizar primeiramente a sequenciacao por NGS. Eventualmente para confirmar resultados, ird
ser necessario sequenciar por Sanger, devendo este, ser otimizado em estudos futuros, sejacom
os mesmos primers utilizados em NGS ou outros primers e enzimas utilizados por outros artigos
[36,45,49]. Entretanto, no laboratdrio, para a confirmacao de resultados positivos, é ainda
utilizado os primers ja desenhados para Sanger, anteriormente referidos, com qual as variantes
€.3178_3179del foram identificadas primeiro, apesar de esta, ainda apresentar as limitacoes
anteriormente referidas, como a necessidade de vdrias repeticoes do teste.

Existem ainda outros métodos e equipamentos de sequenciacao que conseguiram sequenciar
ORF15 com sucesso, como nanopore sequencing/long read sequencig usando MinlON (Oxford
nanopore technologies) ou Sequel (PacBio) [45,50]. Apesar de nestes métodos nao ser
necessario a realizacao da fragmentacao para a preparacao da hiblioteca para sequenciacao,
necessita ainda da realizacao de um PCR inicial para amplificacao da regiao alvo. Durante o PCR
pode haver deslizamento da polimerase ou amplificacdo tendenciosa (no caso do género
feminino) [45] e por estas razdes, estdo a ser desenvolvidas outras estratégias para long read
sequencing que evitam esta etapa de PCR, como por exemplo, através do uso de CRISPR/Cas9

para a clivagem e isolamento da regido alvo [50,51].
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No que diz respeito ao selecionamento de individuos para testagem, pode ser vantajoso testar
para a regiao ORF15 (em Multiplex), em simultaneo com os painéis, em casos de retinopatias
hereditarias ou mesmo testar para ORF15 em simultaneo com testes direcionados apenas para
0 gene RPGR em especifico (casos de XLRP).

No entanto, 0s nossos resultados nao demonstram esta vantagem, dado que os resultados
negativos testados, permaneceram negativos. E de notar que apenas foram testadas 12
amostras negativas, sendo que seria necessario um estudo mais alargado para concluir se seria
benéfico realizar este teste em simultaneo com outros estudos ou apds outros testes terem
resultados negativos.

Foi sugerido anteriormente que a sequenciacao de OFR15 do gene RPGR seja realizada como
primeiraabordagem em casos de XLRP, seguida pela sequenciacao de RP2e posteriormente das
outras regides de RPGR [46]. Além disso, outras abordagens também podem ser realizadas,
como a realizacao da sequenciacao por WES e painéis, onde, as regides com cobertura
insuficiente, como em ORF15, sdo complementadas com sequenciacao por Sanger [49].

No que diz respeito aos tratamentos para as doencas hereditdrias da retina, a expansao dos
testes genéticos para aregiao ORF15 pode ampliar as opcoes de tratamento, abrindo portas para
o desenvolvimento de terapias genéticas, para além da terapéutica ja existentes, como terapia
celular, tratamento com fatores neurotréficos (que confere protecao neural), terapias com células
estaminais ou implantes retinais [3]. Um exemplo especifico de tratamento genético, que estd
atualmente em desenvolvimento para individuos com mutacées em ORF15 é a edicao genética
com a tecnologia CRISPR/Cas9, usando como vetores, o virus adeno-associado [37,52,53].
Entretanto, é importante considerar que devido a natureza da regido, altamente repetitiva e rica
em purinas, ORF15 é menos estdvel e mais propensa a mutacées espontaneas durante a
clonagem de vetores virais [52]. Isso pode ser abordado através da otimizacao do codao, ou seja,
modificando os nucledtidos sem alterar o codao. Isso permite ajustar a quantidade de certos
nucledtidos, reduzir sequéncias repetitivas e outras regioes que possam interferir na clonagem
[52]. Adicionalmente, para além da técnica CRISPR/Cas9, que pode apresentar efeitos fora do
alvo desejado (off-target) e eficiéncia variada, também existem outros métodos recentemente
estudados como “prime editing”, que consiste na combinacao de CasS com reverse trancsriptase
mediated DNA synthesis [37].

Ainda mais estudos serao necessdrios para compreender a funcao do RPGR*™ e as interacoes

proteicas existentes na regiao ORF15, o que ird permitir ndo sé explicar e caraterizar melhor
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fenotipicamente as doencas associadas, bem como, desenvolver tratamentos que tém como

alvo estas interaces e mecanismos em que 0 RPGR participa.
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5 Conclusao

Em conclusdo, ao otimizar a sequenciacao de ORF15 do gene RPGR, por meio de desenho de
primers, definicao de condicdes de PCR especificos e o uso de amplicon based enrichment, o
laboratdrio consequiu sequenciar esta regiao com sucesso, conseguindo obter uma cobertura
média de 1196 leituras e permitindo assim, implementa-la no laboratdrio. A sequenciacao desta
regiao oferece uma testagem mais ampla aos clientes nas retinopatias hereditarias. Este teste
ird ser util para detecao de mutacdes patogénicas causadoras de retinite pigmentosa e outras
doencas hereditarias da retina, bem como permitir a classificacao/reclassificacao de variantes,

melhor caracterizacdo de doencas e desenvolver novas terapias genéticas.
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Anexos

GENES
IQCB1
EYS
RDH5
COL18A1
CNGB3
PRPH2
ABCA4
USH2A
RS1
BEST1
CEP290
CDH23
PRPF31
CDHR1
WDR19
BBS2
RPGR
RBP4
NPHP1
CNGB1
CNGA3
CDH3
AIPL1
KIAA1549
MYO7A
OAT
IMPG1
NR2E3
RDH12
RPE65

Ndmero

22

25
26
27
28
29
30

GENES
RP1
MAK

CERKL

OPNILW
GUCY2D
PDE6B
ADGRV1
KCNV2
CACNA2D4
IMPG2
TOPORS
SLC24A1

PCDH15

ADAM9

PDE6A
RHO
P83

RIMS1
LRAT
AGBL5
RP1L1
ABHD12
ATF6
CRB1
CHM
PRPF4
RPGRIP1
ARL2BP
CRX
HMCN1

NUumero
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

GENES
BBS1
EFEMP1
NRL
WHRN
CNNM4
AHI1
FSCN2
HGSNAT
MERTK
PRPF8
TRPM1
dup(16)(p11.2)
LRP5
CNGA1l
PCARE
POC1B
PDE6C
SLC38A8
IFT140
TULP1
NMNAT1
PRPF6
ROM1
LCA5
SNRNP200
HK1
SPATA7
CLN3
SEMA4A
ALMS1

Numero
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

GENES NUmero
ZNF513 91
CYP4V2 92
ARSG 93
KLHL7 94
IMPDH1 95
SAG 96
RP2 97
Resultados: NUmero
Negativo 0
Positivo 1
Genero NUmero
Masculino 0
Feminino 1
Gene ass.RP
0- nédo
1-sim
Regido Numero
Saudi 0
Coimbra 1
Lisboa 2
Porto 3
Braga 4
Espanha 5
Acores 6
Uruguay 7
Douro 8
Classificagdo Var Numero
P 1
Prov.P 2
VUS 3

Anexo 1- Conversao no Excel, dos dados para dados numéricos para usar no SPSS (apenas aceita dados numeéricos);
P- patogénico; Prov.P- provavelmente patogénico; VUS- variante de significado incerto; Classificacao Var-
corresponde as variantes encontradas e sua classificacao; Gene ass.RP- genes associados a retinite pigmentosa;
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Amostra 1 Masculino

Inicio Fim Variantes Tipo Efeito Proteina Class Criterios
38146735 | 38146735 c.1754-237A>C SNP - - - encontra se antes do local de ligagdo do primer e fora do exdo
38146737 | 38146737 c.1754-239delA Delegdo - - - encontra se antes do local de ligagdo do primer e fora do exdo

CI754-Za8_1754

38146740 | 38146746 A A AaToA Delegdo - - - encontra se antes do local de ligagdo do primer e fora do exdo
38146749 | 38146749 | ¢.1754-252_1754-251insCATGG | Inser¢do - - - encontra se antes do local de ligagdo do primer e fora do exdo
38146751 | 38146751 c.1754-253G>T SNP - - - encontra se antes do local de ligagdo do primer e fora do exdo
Amostra 2 Masculino
Inicio Fim Variantes Tipo Efeito Proteina Class Criterios

38144822 | 38144822 3430GoA o ONSYNONYMOUS V11421 B BA1- gnomad frequencia poulacional total 13.46% (>5%); BP6-classificado na clinvar como benigno com 4

i P ynony P submissoes, a ultima em 2022, 1D:403388 . BA1 logo ¢ benigno

BAL1- frequencia populacional 16.13% (>5%); BP6- classificado na gnomad como benigno, com 4 submissoes, a ultima

38144856 | 38144856 c.3396C>T snp synonymous p.N1132= B q pop 6 (>5%) 8 €

em 2022, 1D:143091; BA1 logo classificado como benigno.

BP6- classificado como benigno na clinvar, com 3 submissoes, a ultima em 2022, ID: 1267917; BS1- Dados
insertion inframe p.D943_E949dup B pupulacionais totais 2.9% (>0.1%) na gnomad e BS2- encontrado em gupos controlo, 28 homens e 91 mulheres em
homozigotia.BP4- uma deup inframe numa regiao repetitiva sem fungao conhecida; BP6, BS1, BS2; >2BS logo Benigno

€.2820_2840dupAGGGGAGGATG

38145411 | 38145411 GAGAAGGGGA

Amostra 3 Feminino
Inicio Fim Variantes Tipo Efeito Proteina Class Criterios

BA1- total 9% (>5%) e BS2- presente em grupos controlo saudaveis, 1 homem e 61 mulheres em homozigotia;
38145583 | 38145585 €.2667_2669delGGA deletion inframe p.E890del B classificada como benigna/provavelmente benigna na clinvar ID: 257196; BP3- delegdo inframe numa regiao
repetitiva sem fungao especifica conhecida. BA1, logo Benigno

BA1- total 12.92% (>5%) ; BS2- encontradao em gupos controlo de individuos saudaveis em 209 homens e 93
38145911 | 38145911 €.2341G>A snp nonsynonymous p.A781T B mulheres em homozigotia.; BP6- classificado na clinvar como benigna, 4 submissoes, a ultima em 2022, ID: 257193;
BA1, BS2, BP6; classificada como benigna (BA1)

Amostra 4 Masculino
Inicio Fim Variantes Tipo Efeito Proteina Class Criterios

BA1- total 9% (>5%) ; BS2- presente em grupos controlo saudaveis, 1 homem e 61 mulheres em homozigotia;
38145583 | 38145585 €.2667_2669delGGA deletion inframe p.E890del B classificada como benigna/provavelmente benigna na clinvar ID: 257196; BP3- delecdo inframe numa regiao
repetitiva sem fungao especifica conhecida. BA1, logo Benigno

BA1- total 12.92% (>5%) ; BS2- encontradao em gupos controlo de individuos saudaveis em 209 homens e 93
38145911 | 38145911 €.2341G>A snp nonsynonymous p.A781T B mulheres em homozigotia.; BP6- classificado na clinvar como benigna, 4 submissoes, a ultima em 2022, ID: 257193;
BA1, BS2, BP6; classificada como benigna (BA1)

Amostra 5 Masculino

Inicio Fim Variantes Tipo Efeito Proteina Class Criterios

BS1: All 1.6129% (720); African 2.5753% (77); Latino 1.1092% (115); Ashkenazi Jewish 1.7031% (39); East Asian 0% (0);
South Asian 0.54564% (37); Eur. (Non-Finnish) 2.7044% (387); Eur. (Finnish) 1.019% (29); Other 2.7885% (36); 720 het,
52 hom, 65 hemi (XLR) BP6: ClinVar ID: 257196, 4x, Benign/Likely benign BP4: No NM da HGMD ¢é numa regido
intrénica, sem impacto no splicing BP3? n/a HGMD PMID: 32679846 - "RPGR exon ORF15 variants are one of the most
38145583 | 38145585 €.2667_2669delGGA deletion inframe p.E890del B frequent causes for inherited retinal disorders (IRDs), in particular retinitis pigmentosa." presente em doentes com
retinite pigmentosa, classificada como benigna PMID: 18552978 - Polymorphic sequence variations PMID: 27620828-
benigno em 11 casos; ? BAl- encontrado numa alta frequencia alelica populacional total >5% e BS2 foi encontrado 8
mulheres em honozigotia e um homem em hemizigota todos saudaveis num grupo controlo;  BS1; BP6; BS2; ou
seja >2BS logo é benigno.

BP6 clinvar classificado como benigno, com 4 submissoes, o ultimo em 20221, ID: 257193; BA1- na base de dados

38145911 | 38145911 C2341G>A snp nonsynonymous p-ATEIT B populacionais totais, a frrequencia >5%. Stand alone logo Benigno.

Anexo 2- Classificagdo das variantes encontradas segundo os critérios da ACMG. Azul-corresponde as variantes que permaneceram apds a aplicacao
dos filtros referidos na Alissa Interpret. Class- corresponde a classificacao final da variante; B-benigno; PB-provavelmente benigno.
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Amostra 6 Feminino

Inicio

Fim

Variantes

Tipo

Efeito

Proteina

Class

Criterios

38145021

38145021

C.3231T>A

snp

nonsynonymous

p.N1077K

BP6- clinvar: likely benign, 3 submissoes, ultima submissao em 2022, ID: 403392; BS1- frequencia alelica alta (>0.1%)
em dados populacionais segundo Sherloc criteria (doi:10.1038/gim.2017.37): Trans-Omics for Precision Medicine
(TOPMed) 0.01897/NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) Exome Variant Server 0.01970 /The Genome Aggregation
Database (gnomAD), exomes 0.01927 /The Genome Aggregation Database (gnomAD) 0.02044 /Trans-Omics for
Precision Medicine (TOPMed) 0.02145/ 1000 Genomes Project 0.00901/ Exome Aggregation Consortium (ExAC)
0.01969/ The Genome Aggregation Database (gnomAD) 0.02112; BP1- é uma variante missence, sendo que na regido
orf15, este gene é conhecido por causar doenga atraves de variantes truncantes e nonesense (out of frame e stop).
BP4:metodos preditivos computacionais: SIFT SCORE: 0,668 tolerated; PolyPhen: This mutation is predicted to be
BENIGN with a score of 0.012 (sensitivity: 0.96; specificity: 0.78); BS2 encontrado em homozigotia e hemizigortia na
populagdo normal: Number of homozygotes 34, Number of hemizygotes 1457, em controlos-> homozigotia 12 e
hemizigotia 553: BP6, BS1, BP1, BP4, BS2 ou seja >2 BS logo é benigno.

38145167

38145178

c.3074_3085delTGGAAGGGGAGG

deletion

inframe

p.V1025_E1028del

BP6- clinvar: benign/likely benign, 2 submissoes, ultima submissao em 2022, ID: 1188640; BS1- frequencia alelica alta
(>0.1%) em dados populacionais segundo Sherloc criteria (doi:10.1038/gim.2017.37) ; encontrado no artigo PMID:
3586195; e num artigo de doenga pulmonar PMID: 31213628 classificada como VUS (rs201134185 GRch38). PMID:

28358949 "In the proband we found an already known in-frame 12-nt deletion polymorphism in nucleotides
3074_3085 resulting in elimination of four amino acids (rs201134185, ¢.3074_3085delTGGAAGGGGAGG,
p.Val1025_Glu1028del). The deletion has no clinical significance."; BP3- é uma delegdo inframe numa regido
reopetitiva sendo que ainda nao foi definido a fungéo especifica de ORF5; BS2- encontrado em 16 homens saudaveis
em hemizigotia numa base de dados de controlos ; BP6, BS1, BP3, BS2 ou seja >2 BS logo é benigno.

38145583

38145585

€.2667_2669delGGA

deletion

inframe

p.E890del

BP6- clinvar: benign/likely benign, 4 submissoes, ultima submissao em 2021, ID: 257196 "predicted null impact";
frequencia alelica elevada (total >5%) ; classificado como benigno em PMID: 32679846; classificado como um
polimorfismo em PMID: 18552978; BA1- benigno.

38145632

38145646

€.2606_2620delAAGAAGGGGAGG
AAG

deletion

inframe

p.E869_E873del

PB

BP6- clinvar: benign/likely benign, 4 submissoes, ultima submissao em 2022, ID: 237686; BS1- frequencia alelica alta
(>0.1%) em dados populacionais segundo Sherloc criteria (doi:10.1038/gim.2017.37) ; BP3- inframe sendo que no
rpgr na zona orf15, doengas estao associadas a truncating variants; BP6- classificado como benigno em PMID:
27620828; nao foi encontrado em homens saudaveis, apenas em mulheres em heterozigotia; BP6, BS1, BP3, BP6 ou
seja BS+BP ou >2 BP logo é classificado como provavelmente benigno.

38145735

38145735

c.2517A>G

snp

synonymous

p.E839=

PB

BP7-SINONIMO sem splice site afetado, BP6- clinvar likely benign, ID:695303; PM2 frequencia populacional <0.1%
(https://gnomad.broadinstitute.org/variant/X-38286482-T-C?dataset=gnomad_r3) e nao encontrado em individuos
saudaveis em grupos controlo. BP7, BP6, PM2 ou seja >2BP logo é classificado como provavelmente benigno

38145911

38145911

€.2341G>A

snp

nonsynonymous

p.A781T

BP6- clinvar: benign/likely benign, 4 submissoes, ultima submissao em 2022, ID: 257193 "predicted null impact of the
variant or pathogenic assertions in the literature or databases" E "it is a conservative change, it occurs at a poorly
conserved position in the protein, it is predicted to be benign by multiple in silico algorithms, and/or has population
frequency not consistent with disease"; BA1 FREQUENCIA ALELICA ALTA >5%; BP6, BA1 ou seja stand alone logo é
benigno.

38146029

38146029

€.2223G>A

snp

synonymous

p.E741=

SINONIMO. Clinvar benigno 1D:257192 ; frequencia alelica alta >5 BA1 logo benigno.

38146601

38146601

€.1754-103C>T

snp

? situa-se no intrao. Pode afetar o splice site? BP6- clinvar classifcado como benigno com uma submissao em 2021
Variation 1D:1222758 ; BA1- encontarado em dados populacionais a uma frequencia >5%; stand alone Benigno.

Amostra 7

Masculino

Inicio

Fim

Variantes

Tipo

Efeito

Proteina

Class

Criterios

38144988

38144988

€.3264G>A

snp

synonymous

p.V1088=

sinonimo; clinvar benigno ID: 403389; frequencia populacional total >5% e presente em varios homens saudaveis no
grupo controlo em hemizigotia.

38145033

38145033

€.3219C>T

snp

synonymous

p.G1073=

sinonimo; clinvar benigno ID: 403390; frequencia populacional total >5% e presente em varios homens saudaveis no
grupo controlo em hemizigotia.

38145312

38145312

€.2919_2939dupAGGGGAGGAAG
GAGAAGGGGA

insertion

inframe

p.G977_E983dup

PB

PM2_sup: absent from controls PMID: 32679846: classificada como VOUS n/a HGMD; BP6-ClinVar Likely benign; BS1:
All 1.0322% (557); African 1.7048% (108); Latino 2.0917% (187); Ashkenazi Jewish 0.18939% (3); East Asian 1.1568%
(74); South Asian 2.5196% (103); Eur. (Non-Finnish) 0.15876% (35); Eur. (Finnish) 1.2567% (33); Other 0.71942% (14);

557 het, 22 hom, 16 hemi (XLR) PMID: 29555955 - "Two additional patients in our cohort were found to have either an

in-frame deletion (c.2203_2226del) or duplication (c.2919_2939dup) in ORF15 of RPGR, which were not interpreted as
disease-causing due to the relatively frequent occurrence of such variants in the normal population, although the
patient with the duplication revealed a phenotype compatible with RPGR-related retinopathy.";BP3- inframe numa

regiao repetitiva; BP3- PM2, BS1, BP6- BS+BP logo Provavelmente benigno

38145691

38145711

€.2541_2561delGGAGGGGGAAGA
GGAGGAAGG

deletion

inframe

p.E850_G856del

?Pela bam tem leituras quando deveria estar em homozigotia? Zona repetitiva, alinhamento fica confuso? PM2_sup:
absent from controls n/a ClinVar; BP6- PMID: 32679846 - classificado como likely benign VOUS? PMID: 27620828: "In-|
frame benign vairant c.2541_2561del21" e encontrado em 6 casos. BS1- base de dados populacionais freequencia
>0.1% e BS2-presente em homens saudaveis de grupo controlo em hemizigotia;BP3- del inframe numa regiao
repetitiva; BP3, BP6, BS2, BS1 ou seja >2 BS logo é benigno

38146029

38146029

€.2223G>A

snp

synonymous

p.E741=

sinonimo; BP6- clinvar benigno ID: 257192; BA1- frequencia populacional total >5% e presente em varios homens
saudaveis no grupo controlo em hemizigotia. BP4-ndo afeta o splicing. BA1- benigno

38146601

38146601

€.1754-103C>T

snp

situa-se no intrao. BP4- No alamute ndo afeta o splice site ; BP6- clinvar classifcado como benigno com uma
submissao em 2021 Variation 1D:1222758 ; BA1- encontarado em dados populacionais a uma frequencia >5%; logo
Benigno.

Anexo 3- Continuacao da Classificacao das variantes encontradas segundo os critérios da ACMG. Azul-corresponde as variantes que permaneceram
apos a aplicacao dos filtros referidos na Alissa Interpret. Class- cofrresponde & classificacao final da variante; B-benigno; PB-provavelmente benigno.
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