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La aniridia es una enfermedad panocular caracterizada por hipoplasia iridiana, habi-
tualmente acompanada de otras manifestaciones oculares, con gran variabilidad y
solapamiento clinico con otras anomalias del segmento anterior y posterior. Esta revisién
se centra en las caracteristicas genéticas de esta enfermedad autosémica dominante cau-
sada por mutaciones en el gen PAX6. El espectro mutacional es muy amplio, con mas de 700
mutaciones descritas hasta la fecha, siendo las mutaciones que causan un codén de parada
prematuro, las mds frecuentes. Los recientes avances en las técnicas de secuenciacién
masiva (NGS) han aumentado el rendimiento diagnéstico en la aniridia, y han contribuido
a dilucidar nuevos mecanismos que conducen a la haploinsuficiencia de PAX6. En esta revi-
sién, actualizamos los protocolos de diagnéstico genético incluyendo estas nuevas técnicas
de NGS para realizar estudios con mayor coste-efectividad y rapidez. Su uso abre la posibi-
lidad de estudiar simultaneamente las variaciones puntuales y estructurales tanto en PAX6
como en otros genes de diagndstico diferencial con otras enfermedades solapantes. Algunos
pacientes con fenotipos atipicos pueden presentar mutaciones en FOXC1 y PITX2, genes aso-
ciados a un amplio espectro de disgenesias del segmento anterior, o en ITPR1, responsable de
una forma distintiva de aplasia circumpapilar del iris presente en el sindrome de Gillespie,
entre otros. Dado que la aniridia se puede presentar asociada a formas sindrémicas, como
el sindrome de WAGR causado por deleciones contiguas de PAX6 y WT1, los estudios gené-
ticos son cruciales para realizar un correcto diagnéstico y manejo clinico de los pacientes,
ademas de permitir diagnésticos prenatales y preimplantacionales en las familias.
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Genetics and epidemiology of aniridia: Updated guidelines for genetic
study

ABSTRACT

Aniridia is a panocular disease characterized by iris hypoplasia, accompanied by other
ocular manifestations, with a high clinical variability and overlapping with different abnor-
malities of the anterior and posterior segment. This review focuses on the genetic features of
this autosomal dominant pathology, which is caused by the haploinsufficiency of the PAX6
gene. Mutations causing premature stop codons are the most frequent among the wider
mutational spectrum of PAX6, with more than 600 different mutations identified so far.
Recent advances in next-generation sequencing (NGS) have increased the diagnostic yield
in aniridia and contributed to elucidate new etiopathogenic mechanisms leading to PAX6
haploinsufficiency. Here, we also update good practices and recommendations to improve
genetic testing and clinical management of aniridia using more cost-effective NGS analy-
sis. Those new approaches also allow studying simultaneously both structural variants and
point-mutations in PAX6 as well as other genes for differential diagnosis, simultaneously.
Some patients with atypical phenotypes might present mutations in FOXC1 and PITX2, both
genes causing a wide spectrum of anterior segment dysgenesis, or in ITPR1, which is res-
ponsible for a distinctive form of circumpupillary iris aplasia present in Gillespie syndrome,
or other mutations in minor genes. Since aniridia can also associate extraocular anomalies,
as it occurs in carriers of PAX6 and WT1 microdeletions leading to WAGR syndrome, genetic
studies are crucial to assure a correct diagnosis and clinical management, besides allowing
prenatal and preimplantational genetic testing in families.

© 2021 The Authors. Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espafiola de

Oftalmologia. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http:/

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

La aniridia congénita (MIM #106210) es una enfermedad pano-
cular caracterizada por el desarrollo anémalo del iris y de la
févea. En general, la aniridia presenta una alta variabilidad cli-
nica con distintas manifestaciones en el segmento anterior y
posterior del ojo’. Los pacientes pueden manifestar fotofobia,
nistagmo, estrabismo y un déficit visual que puede progresar
a la ceguera legal. Aunque suele presentarse de forma aislada,
la aniridia aparece en un tercio de los pacientes dentro un con-
texto sindrémico, siendo el sindrome de WAGR (MIM #194072)
la forma mas frecuente’.

La aniridia es una enfermedad monogénica con un patrén
de herencia autosémico dominante que esta causada mayori-
tariamente por mutaciones heterocigotas en el gen PAX6, un
gen clave en la morfogénesis ocular. Los estudios moleculares
en la aniridia son una herramienta diagnéstica imprescin-
dible para la confirmacién clinica, el manejo del paciente y
el asesoramiento familiar?. En los tltimos afios, los avan-
ces tecnoldgicos en el campo de la medicina genémica han
contribuido a la descripcién de nuevos mecanismos molecu-
lares en la etiopatogenia de la aniridia que implican variantes
en regiones no codificantes y la demostracién de la exis-
tencia de mosaicismo en algunas familias®*. Actualmente
usando nuevos abordajes para el estudio genético basados
en técnicas de secuenciacién masiva, se llegan a caracte-
rizar genéticamente entre el 90-98% de los pacientes con
aniridia®.

En este trabajo presentamos una actualizacién de los
aspectos epidemioldgicos y genéticos, asi como del algoritmo
diagnéstico para abordar el estudio molecular de la aniridia. El
seguimiento de las recomendaciones recogidas en este trabajo
permitird conseguir un adecuado diagndstico a los pacientes
y a sus familiares, prestar un consejo genético de calidad y
mejorar el manejo clinico de esta enfermedad.

Metodologia

Durante la preparacién de esta revisidén, se realizé una
bisqueda de las publicaciones en este tema que apare-
cen indexadas en Pubmed hasta el 30 de septiembre de
2020, utilizando las siguientes palabras clave: «congenital ani-
ridia & genetics»; «PAX6 mutations», «congenital aniridia and
genotype-phenotype correlation», o términos sinénimos, en los
campos de titulo, resumen, o texto completo. Esta busqueda
no se restringié a ningln criterio temporal. Para determi-
nar el nimero de nuevas mutaciones actualmente descritas
en el gen PAX6, se consultaron: 1) la base de mutaciones
Human PAX6 Mutation Database, cuya ultima actualizacién
data del 4 de agosto de 2018 (http:/lsdb.hgu.mrc.ac.uk/
home.php?select_db=PAX6); 2) la base de mutaciones HGMD
Professional (versién 2020.3), consultada el 15 de sep-
tiembre de 2020 (https://my.qiagendigitalinsights.com/bbp/
view/hgmd/pro/start.php), y 3) literatura reciente que descri-
biera nuevas variantes no registradas en estas dos bases de
datos.
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Aspectos epidemiolégicos y clinicos de la
aniridia

Se estima que la aniridia tiene una incidencia de entre
1:50.000-100.000 nacidos vivos en funcién de la poblacién
estudiada’. En la poblacién espafiola se ha descrito una inci-
dencia minima de 1:135.000-238.000 en el Estudio Colaborativo
Espariol de Malformaciones Congénitas (ECEMC) utilizando
una cohorte de recién nacidos entre 1980 y 2005°, cifra segu-
ramente infraestimada dadas las dificultades de diagnéstico
de la aniridia al nacimiento. Segin el Gltimo informe de ORP-
HANET de 2020 sobre la prevalencia de enfermedades raras
en Europa, la aniridia aislada tendria una incidencia estimada
de 1,31/100.0007. Se desconoce la incidencia del sindrome de
WAGR®, aunque se estima que el riesgo de tumor de Wilms en
la aniridia es del 6%°.

A pesar de que el término «aniridia» hace referencia a la
ausencia de iris, el fenotipo iridiano puede variar desde una
ausencia practicamente total a la presencia de un iris com-
pleto con pequenas alteraciones estructurales o anomalias
pupilares, pasando por una hipoplasia variable o un alarga-
miento iridiano mimetizando a un coloboma®®. Los pacientes
pueden presentar también anomalias del segmento anterior
a lo largo de su vida como: queratopatia por disfuncién lim-
bar, ojo seco, anomalia de Peters, glaucoma juvenil asociado
a alteraciones en el dngulo camerular, cataratas, ectopia len-
tis o subluxacién del cristalino. E1 90-95% de los pacientes con
aniridia presentan hipoplasia foveal variable, y con menor fre-
cuencia, hipoplasia o coloboma del nervio éptico®.

La aniridia congénita ocasionalmente se puede presen-
tar acompanada de otras alteraciones sistémicas como una
reduccién olfativa, hipoacusia, alteraciones en el patrén del
suefio y otras alteraciones endocrinas’, pero es necesario rea-
lizar estudios con cohortes mayores que permitan descartar
un componente estocastico de los mismos. Hasta un tercio de
los pacientes pueden presentar una forma sindrémica’. Los
pacientes con sindrome de WAGR (MIM #194072), acrénimo
del tumor de Wilms, Aniridia, anomalias Genitourinarias y
Retraso del desarrollo, presentan un riesgo entre el 42-70%
de desarrollar un tumor renal infantil antes de los 10 afos®.
Menos frecuente es la variante que asocia la obesidad, deno-
minada sindrome de WAGRO”. Una hipoplasia severa iridiana
puede aparecer en otros sindromes que cursan con disgenesia
del segmento anterior como los sindromes de Axenfeld-Rieger
(MIM #180500 y MIM #601499), de Peters (MIM #604229) y
de Gillespie (MIM #206700), causados por genes distintos a
PAX6>10, Sin embargo, la presencia de manifestaciones extrao-
culares tipicas de estos sindromes, como anomalias dentales,
cardiacas, hipoacusia, piel umbilical redundante o ataxia cere-
belosa, permite realizar un diagnéstico diferencial con una
aniridia sindrémica.

Etiopatogenia de la aniridia

La aniridia estd causada mayoritariamente por mutacio-
nes en el gen Paired box-6 (PAX6) que conducen a su
haploinsuficiencia, es decir, a una disminucién en la dosis
génica que no permite mantener la funcién normal de este

factor transcripcional. PAX6 presenta un papel fundamen-
tal en la embriogénesis ocular regulando la diferenciacién
espacio-temporal de los segmentos anterior y posterior del
ojo'’. En humanos, PAX6 se expresa de forma temprana en la
vesicula 6ptica y posteriormente, en la copa éptica donde con-
tribuye a la formacién de la retina neural y pigmentaria'?,
También se expresa en capas ectodérmicas contribuyendo a
la diferenciacién de las distintas estructuras del segmento
anterior, incluyendo el cristalino y el epitelio corneal?. En
la etapa postnatal, su expresién queda restringida a algunas
capas retinianas, cristalino, cérnea, iris y cuerpo ciliar, donde
PAX6 participaria en el mantenimiento de estas estructuras'?.
Ademas, PAX6 ejerce un importante papel en la morfogéne-
sis y posterior funcién del sistema nervioso central, sistema
olfatorio y de los islotes pancreaticos. La desregulacién en la
expresiéon de PAX6 durante el desarrollo embrionario, tanto
su haploinsuficiencia como su sobreexpresién, conduce a una
gran variedad de anomalias oculares en distintos modelos ani-
males y en humanos: hipoplasia de iris, retina y nervio éptico,
microftalmia, microcérnea, cataratas, etc.'1:12,

PAX6, con una extension de 22kb, se localiza en la regién
11p13.3 del cromosoma 11 adyacente al gen WT1, el cual estd
implicado en el desarrollo del tumor de Wilms (figs. 1y 2). PAX6
estd formado por 14 exones (11 codificantes) que codifican
una proteina con dos dominios de unién al ADN, un dominio
pareado (PD) en el extremo N-terminal y un homeodominio
(HD), ademds de un dominio rico en prolina-serina-treonina
(PST) con funcién transactivadora situado en el extremo
C-terminal'»'?. En humanos, se han descrito 3 promoto-
res alternativos que regulan la expresién del gen de forma
espacio-temporal'’'? dando lugar a varias isoformas protei-
cas. Las mas frecuentes son una isoforma candnica de 422
aminodcidos y una isoforma 5(a) de 436 aminodcidos por la
inclusién de un exén alternativo (ex5a) que interrumpe al
dominio pareado'’. El balance entre ambas isoformas se ve
modificado a lo largo del desarrollo regulando las diferentes
funciones que PAX6 ejerce durante la embriogénesis ocular y
posnatalmente’3.

La activacién transcripcional de PAX6 esta altamente regu-
lada a través de una compleja red de elementos reguladores
que modulan su expresiéon génica de forma especifica de
tejido'*'>. Hasta la fecha se han identificado una treintena de
estos elementos reguladores conservados evolutivamente que
estan localizados en los intrones de PAX6 y en regiones inter-
génicas situadas antes (upstream, en localizacién 5’) y después
(downstream, en localizacién 3’) del gen'® (fig. 2). La mayoria se
localizan en una regién 3’ situada a unas 150Kb en los intro-
nes 7-9 del gen contiguo ELP4, la cual fue identificada gracias al
estudio de los puntos de rotura en pacientes con microdelecio-
nes en el cromosoma 11p13 en los que la regién codificante del
gen PAX6 se mantenia intacta. Entre los elementos regula-
dores localizados en esta regién destacan los elementos SIMO
y E180 (fig. 2) que regulan la expresién de PAX6 durante el des-
arrollo de distintas estructuras oculares®'+8, La implicacién
directa de SIMO en aniridia fue confirmada por Bhatia et al,,
2013 al identificar una mutacién puntual en este elemento
que afecta al sitio de unién con PAX6 y como consecuencia,
causa su inhibicién transcripcional®®. Estos hallazgos ponen
en relieve la importancia de las regiones reguladoras en el
desarrollo de aniridia.
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Figura 1 - Representacion del locus de PAX6 en la regiéon cromosémica 11p13, gen PAX6 y sus elementos reguladores. A) Se
representa la region reguladora situada aguas abajo a PAX6 (DDR, del inglés downstream regulatory region), situada en los
intrones del gen vecino ELP4, con los principales elementos reguladores que han sido implicados en aniridia, SIMO y E180B
(en rojo). Ademas, se representan los puntos de rotura de las deleciones en 11p13 detectadas previamente que ha permitido
determinar la regién critica para la regulacion transcripcional de PAX6. Las lineas azules y rojas discontinuas indican la
region de 244 Kb, definida por Ansari et al., y luego acotada a 18 Kb por Plaisancié et al. B) Se representa el gen y la proteina
PAX6. En la parte superior, se representa la estructura exénica con los 14 exones del gen PAX6, incluyendo regiones no
codificantes (en gris) y las diferentes regiones codificantes, en donde los colores indican el dominio proteico codificado, y
los promotores (PO, P1 y Pa). En la parte inferior de la imagen, se representa la estructura y los diferentes dominios
funcionales de las 2 principales isoformas proteicas, la forma canénica y la isoforma 5a de 422 y 436 aminoacidos,
respectivamente. HD: homeodominio; PD: dominio pareado; PST: regién rica en prolina/serina/treonina.
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Figura 2 - Representacion esquematica de las regiones cromosémicas implicadas en la aniridia y el sindrome de
WAGR/WAGRO en el locus 11p15.1-13. Se representa la localizacién de los 3 principales genes implicados, WT1, PAX6 y BDNF
y las regiones criticas de las deleciones 11p asociadas al sindrome de WAGR, aniridia aislada y al sindrome de WAGRO.
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Figura 3 - Representacién de la localizacién de mutaciones puntuales en la estructura génica y proteica de PAX6. Se
representa el recuento de las variantes descritas en PAX6, por exones, en la base de datos PAX6 Mutation Database, hasta su
ultima actualizacién en 2018, asi como las variantes mas representadas, incluyendo 4 mutaciones recurrentes en los
exones 8, 9, 10 y 11. En gris se indican las regiones no codificantes (5’ y 3’ UTR, del inglés untranslated region); en rosa,
amarillo y verde, los exones que codifican los principales dominios funcionales de PAX6, pareado (PD), homeodominio (HD)
y el dominio rico en prolina-serina-treonina (PST), respectivamente.

Espectro mutacional de la aniridia

La aniridia clasica estd causada, en aproximadamente entre
un 70-80% de los casos, por mutaciones codificantes en PAX6
y por microdeleciones de tamario variable en la regién 11p13-
14 entre el 20-25% restante”. Hasta su tltima actualizacién en
2018, la base de datos Human PAX6 Mutation Database recoge
491 variantes distintas identificadas en este gen. Desde enton-
ces, se han identificado unas 250 nuevas mutaciones descritas
en la literatura®41°30, de las cuales tnicamente 190 estan
recogidas en la base HGMD en el momento de esta revision.
Por lo tanto, hoy en dia no existe un registro de mutaciones
completamente actualizado que recoja el espectro mutacional
completo en PAX6.

El 85% de las mutaciones descritas se corresponden con
variantes codificantes que crean un codén de parada prema-
turo (PTC): variantes sin sentido (nonsense) (40%), pequenas
inserciones o deleciones (30%) que alteran el marco de lec-
tura (frameshift) y variantes de splicing, e.d. localizadas en los
sitios de corte y empalme de los intrones y que afectan al pro-
cesamiento del ARN mensajero (ARNm) (15%)%°. Todas estas
variantes conducirian a la haploinsuficiencia de PAX6 por la
degradacién de ARNm portadores de PTC de forma mediada
por el sistema nonsense mediated decay (NMD), un mecanismo
celular de control que elimina los ARNm aberrantes. Excepto
en los exones 13 y 14, se han identificado variantes PTC a lo
largo de toda la secuencia codificante, destacando que el 40%
estén localizadas en los exones 5 y 6 que codifican el dominio
proteico PD (fig. 3). Cuatro mutaciones recurrentes represen-
tan el 21% del total de los pacientes registrados en la base
mutacional de PAX61° (fig. 3).

El 15% restante de las variantes descritas no originan un
PTC, incluyendo mutaciones no sinénimas que conducen a
un cambio de aminodacido (missense) y variantes de pérdida del
codén de terminacion (stop loss). La mayoria de las mutaciones
no sinénimas se localizan en residuos altamente conservados
del dominio PD, y el cambio aminoacidico altera la polaridad
y/o la estructura proteica'®>!. Diversos trabajos centrados en
el estudio in vitro de las consecuencias funcionales de varian-
tes no sinénimas confirman que reducen la unién al ADN y
la funcién transactivadora de PAX6 sobre genes diana, con-
duciendo a una pérdida de funcién?*?. Otras darian lugar

a proteinas andémalas que actian con un efecto dominante
negativo interfiriendo con la funcién normal de PAX6 o incluso
ganancias de funcién por la activacién de otros genes diana
diferentes a los regulados por la proteina PAX6 silvestre?!>2,

En los ultimos anos se ha descrito la implicacién de varian-
tes en regiones reguladoras y no codificantes del gen PAX6
en la aniridia®>?%?%. La mayoria se localizan en sitios de spli-
cing de los exones 2 y 3>'° (fig. 3), que forman parte de la
regién no codificante del gen situada a 5’ del codén de ini-
cio de la traduccién (5’UTR, del inglés untranslated region).
Ademas, se han identificado variantes en regiones intrénicas
profundas (deep-intronic) y variantes sinénimas en las que se
predice la creacién de splicing alternativos mediante la crea-
cién de sitios de splicing no canénicos y/o la inclusién de
nuevos seudoexones>?%33. El estudio in vitro de estas varian-
tes no codificantes mediante la estrategia de «minigenes»,
que utiliza vectores artificiales de splicing que incluyen uno
o varios exones de un gen, separados por secuencias intré-
nicas, asi como sitios funcionales de splicing necesarios para
su expresioén, estd siendo clave para confirmar su patogenici-
dad mediada por desregulacién de los patrones normales de
splicing de PAX6>?%33, Ademas, se han identificado variantes
génicas en los elementos reguladores que podrian alterar la
expresion transcripcional de PAX6%18.

Por otro lado, hasta el 25% de los casos de aniridia estan
causados por variantes estructurales, e.d. inserciones, delecio-
nes o duplicaciones de segmentos de ADN, tal como reflejan
estudios realizados en distintas cohortes™'%33-3>, Las més fre-
cuentes son microdeleciones de tamano variable en la regién
11p13-14 que pueden afectar al gen PAX6 o Unicamente a
sus elementos reguladores situados a 3’, asi ademas pueden
abarcar un ndmero variable de genes contiguos a PAX6116:3¢,
Estas deleciones de genes contiguos incluyen al menos a
WT1 en pacientes con sindrome de WAGR y, ademas, al gen
BDFN asociado a obesidad en el sindrome de WAGRO, loca-
lizados a una distancia de unos 700Kb y 4,2Mb de PAX6,
respectivamente’>%’ (fig. 2). La inclusién en estas deleciones
de los genes PRGG4 y LMO2 podria modular la aparicién de
discapacidad intelectual o aumentar el riesgo a desarrollar
tumor de Wilms?*8. Sin embargo, se desconoce la participa-
cién en el fenotipo de los més de 40 genes que podrian estar
incluidos en estas deleciones. Con menor frecuencia pueden
existir otras variantes estructurales como translocaciones,
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Tabla 1 - Clasificacion fenotipo-genotipo de formas de aniridia y diagnéstico diferencial con otras formas oculares

Clasificacién Enfermedad Genes Herencia Otros Fenotipos
fenotipos extra-
oculares oculares
Aniridia Aniridia PAX6 AD Queratopatia, Raros: reducciéon
clasica congénita 3’cis- reguladores anomalia de olfativa,
Peters, glaucoma, hipoacusia,
cataratas, ectopia alteraciones
lentis, fotofobia, endocrinas
nistagmo, déficit
visual,
estrabismo
Sindrome PAX6+WT1 De novo Referidos en Tumor de Wilms
WAGR (deleciones) aniridia cldsica (45-70%): retraso
del
neurodesarrollo,
autismo,
malformaciones
genitourinarias
Sindrome de PAX6+WT1 +BDNF De novo Referidos en Tumor de Wilms:
WAGRO (deleciones) aniridia cldsica retraso del
neurodesarrollo,
malformaciones
genitourinarias,
obesidad e
hiperfagia
Aniridia-like Sindrome FOXC1, PITX2, AD Anomalia de Cardiomiopatia,
Axenfeld- COL4A1 Peters, glaucoma, hipoplasia
Rieger cataratas, maxilar, piel
corectopia umbilical
redundante,
hipoacusia.
CYP1B1, CPAMDS8 AR
Sindrome de ITPR AR o0 AD Aplasia Ataxia
Gillespie circumpupilar cerebelosa no
del iris, midriasis ~ progresiva,
congénita, discapacidad
bandas intelectual,
iridolenticulares hipotonia
Coloboma de PAX6 AD X X Fenotipo Variable: formas
iris (mutaciones AD, AR, XL variable: sindrémicas
Microftalmia no sinénimas) microftalmia,
Otros genes coloboma de iris,
microcérnea

AAR: anomalia de Axelfeld-Rieger; AD: autosémico dominante; AR: autosémico recesivo; HF: hipoplasia foveal; HI: hipoplasia de iris; XL: Ligado

al cromosoma X (X-linked).

inversiones o duplicaciones del cromosoma 11p13 involu-
crando PAX6 o sus elementos reguladores (figs. 1y 2) y que
se han asociado a anomalias oculares y sistémicas®>.

Correlaciones genotipo-fenotipo

Las variantes en PAX6 conducen a distintas presentaciones
clinicas en funcién de la naturaleza de la mutacién y de su
localizacién en el gen'®. Existe una gran variabilidad fenotipica
inter- e intrafamiliar en los pacientes portadores de PTC, por
lo que no existen claras correlaciones genotipo-fenotipo® 1641,
Sin embargo, se suele aceptar que las mutaciones que condu-
cen a la ganancia o pérdida de un PTC se asocian a un fenotipo
de aniridia clasica con hipoplasia iridiana y macular (tabla
1). En un estudio reciente en una cohorte de 46 pacientes, se
apunta a posibles correlaciones entre el tipo de variante y la

queratopatia asociada a la aniridia, con una mayor severidad
y una presentacién mas temprana en portadores de delecio-
nes completas del gen y, por el contrario, formas mas leves y
no progresivas asociada a mutaciones no sinénimas?>#2. Por el
contrario, no se observé esta asociacién en una cohorte de 126
pacientes estudiada por Vasilyeva et al., aunque si describen
que los portadores de deleciones que afectan a los elementos
reguladores de PAX6 presentan fenotipos mas leves de hipo-
plasia foveal y queratopatia?’. Por lo tanto, seria necesario
estudiar grandes cohortes de pacientes con evaluaciones cli-
nicas mas homogéneas que permitan confirmar o descartar
estas observaciones.

Por otro lado, es dificil predecir el fenotipo asociado a las
mutaciones no sinénimas'®*!. Estas se identifican en pacien-
tes tanto con formas leves con manifestacién parcial del
espectro fenotipico (hipoplasia aisladas de iris, févea o nervio
6ptico)®?”2143 como con formas severas de aniridia cldsica?
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VALORACION
OFTALMOLOGICA

Aniridia clésica

Hipoplasia iris & fovea

Otros polo anterior
Otros polo posterior

ESTUDIO GENETICO

Casos esporadicos < 10a
Casos sospecha WAGR

Tumor Wilms, refraso desarrollo
malf. genitourinarias, obesidad

Casos familiares

Anélisis CNVs
en 11p13-14

MLPA, aCGH, NGS
Cariotipo, FISH

Cribado mutaciones PAX6

Y

CONSEJO GENETICO

delecion
PAX6 & WT1

delecion
PAXE6 o reguladores 3’

WAGR (de novo)
fiesgo tumor Wilms (45-70%)
aniridia clasica

Si BDNF: WARGO (Obesidad)

Aniridia clésica (AD)
no riesgo aumentado
tumor Wilms
50% riesgo transmision

Casos esporédicos >10a NGS (Panel, CES, WES, WGS) > 6n puntual Aniridia;clasica (AD)
AX6 no riesgo aumentado
tumor Wilms
50% riesgo transmision
Disgenesia polo anterior Cribado FOXC1, PITX2, . S. Axenfeld-Rieger (AD)
Valorar presencia de: Otros genes > ";UO!;CC' ?f/’ l/> ICTQ’{ 2V Valorar otros sintomas
o CYP1B1, CPAMDS, COL4A1 oA
paia, hipoplasia maxilar 50% riesgo transmision
Aniridia-like Piel umbilcal redundante
NGS (Panel, CES, WES, WGS)
Hipoplasia iris aislada
Otros (microftalmia, o =
A ‘ Aplasia circumpupilar ‘ 7 z
microcérnea, coloboma) Aol e Cribado ITPR1 S. Gillespie (AD o AR)
< 7
Ataxia, retraso desarrollo NGS (Panel, CES, WES, WGS) LS UERT Valorar otros sintomas
extraoculares
Coloboma iris, "
microftalmia: Srbangleixo s Fenotipo variable
: nes 5 i
otros ge > PAX6 Valorar otros sintomas
Otras presentaciones extraoculares
sindromicas NGS (Panel, CES, WES, WGS) totro gen PAXS (AD)

Figura 4 - Diagrama de flujo del diagndstico genético de la aniridia propuesto de diagnéstico genético en aniridia. Se
propone un algoritmo diagnéstico en funcién de la sospecha clinica y caracteristicas del paciente (edad y antecedentes
familiares). El objetivo principal es descartar mutaciones y/o deleciones que causen haploinsuficiencia de PAX6 en casos
con sospecha de aniridia y con fenotipo clasico, ademas de un diagnéstico diferencial con otros genes, principalmente de
disgenesia de segmento anterior, en casos de aniridia con presentaciones atipicas. Se prioriza el estudio de variaciones en
el nimero de copia en el cromosoma 11p en casos esporadicos menores a 10 afios y/o con presentacion de sintomas
extraoculares, caracteristicos del sindrome de WAGR (tumor de Wilms, retraso del neurodesarrollo, anomalias
genitourinarias), mediante distintas técnicas moleculares, o en su defecto citogenéticas. El cribado de mutaciones en PAX6
se priorizara en casos familiares o esporadicos mayores de 10 afios por su mayor rendimiento. En este algoritmo
incorporamos el uso de técnicas de NGS (paneles dirigidos a PAX6 y otros genes asociados a malformaciones oculares,
exomas clinicos, exomas completos o genomas) para realizar ambos anilisis, siempre teniendo en cuenta las limitaciones
de sensibilidad de cada técnica en la valoracién del test genético.

(tabla 1). Ademads, pueden asociarse a fenotipos aislados o sin-
drémicos de microftalmia colobomatosa®?!3143, Un reciente
estudio describe que presentaciones severas de microftalmia
sindrémica asociadas a PAX6 aparecen en portadores de muta-
ciones no sinénimas que alteran la interaccién del dominio PD
de PAX6 con el factor de transcripcién SOX2, cuyas mutaciones
conducen a un fenotipo muy similar?’.

Diagnéstico genético en la aniridia

Los estudios genéticos en aniridia permiten confirmar la sos-
pecha clinica, realizar diagnéstico diferencial en casos con
clinica dudosa, conocer el riesgo de desarrollar tumor de
Wilms en casos esporddicos de recién nacidos o en la primera
infancia con diagnéstico de aniridia, proporcionar asesora-
miento genético, establecer la evolucién y prondstico en la
medida de lo posible, en funcién del tipo de mutacién y abrir
la posibilidad de realizar diagnéstico genético prenatal y/o
preimplantacional®?**. Las recomendaciones y consideracio-
nes previas a la realizaciéon de un estudio genético en aniridia y
sindrome WAGR se pueden consultar en 2 guias para el estu-
dio genético de la aniridia y del sindrome WAGR publicadas
anteriormente®*°. El diagnéstico genético de la aniridia debe

incluir un estudio dirigido del gen PAX6 para cribar los dis-
tintos tipos de variantes en funcién de la herencia y edad del
paciente®** (fig. 4).

Diagnéstico genético de microdeleciones asociadas a
WAGR/WAGRO en casos esporadicos

Ante casos de aniridia esporadica en menores de 9 afios sin
antecedentes de enfermedad ocular en los progenitores, es
prioritario realizar un estudio genético que permita descar-
tar microdeleciones en 11p13 que impliquen al gen WT1, con
el fin de conocer la predisposicién a desarrollar tumor de
Wilms?444> (figs. 2 y 4). Para ello, existen distintos abordajes
molecularesy citogenéticos, destacando la técnica de Multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) por su rapidez y
bajo coste. Existen disefios comerciales de MLPA que analizan
microdeleciones y otras variantes estructurales en PAX6, sus
regiones reguladoras, WT1 y otros genes localizados en 11p13-
1412, Sin embargo, esta aproximacién no permite acotar ni
el tamano ni los puntos de rotura exactos de las deleciones.
Para ello, recomendamos los arrays de hibridacién gendémica
comparada (aCGH), tanto comerciales como los disenados
especificamente para analizar el locus WAGR?34, enriqueci-
dos con un mayor numero de sondas en esta regién lo que
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permite acotar el tamafio con mayor precisién®*. En general,
estas técnicas moleculares permiten detectar microdelecio-
nes entre el 15-25% de los pacientes, principalmente en casos
esporadicos>?%33. No obstante, no pueden detectar inversio-
nes, translocaciones o reordenamientos equilibrados, por lo
que su uso no invalida la utilidad de las técnicas citogené-
ticas clasicas, como el cariotipo de alta resolucién y la FISH
en pacientes no caracterizados genéticamente tras el uso de
técnicas moleculares’?3°.

Diagnéstico molecular de variantes puntuales en la
secuencia de PAX6

En casos familiares y casos esporadicos no portadores de
microdeleciones en 11p13-14, debe priorizarse el estudio de
mutaciones puntuales en la secuencia codificante de PAX6,
e.d. los exones 4-142** (fig. 1). La técnica més utilizada hasta
la fecha es la secuenciacién Sanger con un rendimiento de
deteccién entre el 50-90% en funcién de la cohorte en estudio
y las regiones de PAX6 analizadas (tabla 2)12%2°30,33,44,46,47

La reciente implementacién de técnicas de secuenciacién
de nueva generacién (Next Generation Sequecing [NGS]) permite
analizar una gran cantidad de regiones de ADN en para-
lelo y con ello, realizar estudios con mayor coste-efectividad
y rapidez®. Hoy en dia, estas técnicas de NGS representan
en nuestro laboratorio el primer abordaje para el estudio
de la aniridia y enfermedades relacionadas®*>3. El uso de
disenos personalizados («panel de aniridia») permite secuen-
ciar el locus completo de PAX6, incluyendo exones, UTR,
intrones y regiones reguladoras?®, con lo que se alcanza un
rendimiento diagnéstico entre el 85-95%>>33, mayor que el
obtenido utilizando aproximaciones comerciales basadas en
la secuenciacién de exoma clinico. Por otro lado, la dismi-
nucién del coste de la secuenciacién NGS y la mejora de
los andlisis bioinformaticos posibilita que en algunos labo-
ratorios, se esté secuenciando en pacientes con aniridia el
exoma completo (Whole Exome Sequencing [WES])?®?¢ e incluso
el genoma completo (Whole Genome Sequencing [WGS])*®. Esta
ultima aproximacién cubre regiones no codificantes y tiene
una mayor sensibilidad para detectar variaciones estruc-
turales. En funcién del disefio y el analisis bioinformatico
realizado, estas aproximaciones de NGS podrian detectar de
manera simultdnea variantes puntuales y estructurales®, lo
que permitird en un futuro cercano abordar el estudio de la
aniridia con un Gnico test genético.

Diagnoéstico diferencial

A pesar del caracter congénito de la aniridia, la obtencién de
un diagnéstico clinico precoz puede verse dificultado por la
elevada variabilidad en sus manifestaciones clinicas tempra-
nas y su alto grado de solapamiento con otras enfermedades
oculares (tabla 1). En el caso de bebés con fotofobia, nistagmo
y sospecha de baja visién, en los que resulta dificil realizar una
valoracién oftalmoldgica, los estudios genéticos permiten rea-
lizar un diagnéstico diferencial con otras enfermedades con
clinica solapante: coloboma iridiano, albinismo ocular, hipo-
plasia foveal, cataratas congénitas, esclerocérnea congénita y
en especial, con disgenesias del segmento anterior que pue-
den asociar hipoplasias iridianas severas>'° (fig. 4 y tabla 1).

Algunos pacientes con fenotipo leve de aniridia o aniridia-
like no portadores de mutaciones en el gen PAX6 pueden
presentar variantes en genes de iridodisgenesias tanto asocia-
dos a formas dominantes (FOXC1, PITX2 y COL4A1)'%3¢, como
a recesivas (CYP1B1 y CPAMDS)'%#° (tabla 1). En pacientes con
aplasia circumpupilar del iris, se deben descartar mutacio-
nes dominantes y recesivas en el gen ITPR1 responsable del
sindrome de Gillespie, caracterizado por ataxia cerebelar no
progresiva y discapacidad intelectual® (tabla 1). El uso de pane-
les génicos que contienen estos genes y otros implicados en
enfermedades solapantes de malformaciones oculares nos ha
permitido identificar nuevas mutaciones y/o variantes estruc-
turales y describir una nueva asociacién fenotipica con el gen
de cataratas CRYAA33%%°0_ Por todo ello, recomendamos rea-
lizar diagnéstico diferencial utilizando paneles extendidos de
aniridia en casos con fenotipos atipicos y en especial, en aque-
llos casos sin mutaciones en PAX63? (fig. 4).

Herencia y asesoramiento genético en la aniridia

La aniridia clésica se transmite con un patrén de herencia
autosdmica dominante, e.d. solo un alelo debe estar alterado
para que se ponga de manifiesto el problema ocular. Suele
existir segregacién familiar con varias generaciones de afec-
tos en dos tercios de los casos. El riesgo de transmisién de un
afectado a su descendencia independiente del sexo serd del
50% (fig. 4).

Un tercio de los casos son esporadicos debido a la apari-
cién de una variante de novo que suele estar ausente en los
progenitores no afectados, pero es altamente recomendable
confirmarlo mediante un estudio de segregacién. A pesar de
que el riesgo de repeticién es muy bajo tras el nacimiento
de un caso esporadico, no se puede descartar completa-
mente la posibilidad de mosaicismo germinal en alguno de
los progenitores para una mutacién aparentemente de novo.
Recientemente, hemos descrito por primera vez la presencia
de mosaicismo parental en varias familias con mutaciones en
PAX6%?7:33, Ante la sospecha de un mosaicismo somatico o
gonosomal en una familia, el andlisis cuantitativo de la muta-
cién utilizando técnicas de PCR digital en tejidos de distinto
origen embrionario puede ser util para calcular el riesgo de
recurrencia®. Por otra parte, ante un caso de novo, de cara a
las futuras gestaciones se establece un riesgo de recurren-
cia pequeno pero real, por lo que se recomienda seguimiento
prenatal, de ser factible mediante diagnéstico prenatal no
invasivo (DPNI).

En el caso de portadores de microdeleciones 11p13-14,
estas suelen estar asociadas a eventos de novo en el cro-
mosoma paterno®”, pero sigue siendo recomendable realizar
un cariotipo que descarte reordenamientos equilibrados en
11p13.

Diagnéstico prenatal y preimplantacional

La identificacién de la causa genética en un paciente con
aniridia abre la posibilidad de realizar estudios prenatales y
preimplantacionales en la familia para evitar la transmisién
de una mutacién familiar o en el caso de mutaciones aparen-
temente de novo, de un eventual mosaico germinal. Para ello,
es necesario realizar un adecuado consejo genético donde se
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Tabla 2 - Gohortes de pacientes con aniridia en distintas poblaciones

Autor N.° de pacientes Poblacién Fenotipos Técnica de estudio Rendimiento
(familias) estudiados diagnostico
Bobilev et al.*, 2015 81 (66) EE. UU. Aniridia Sanger + aCGH 92%
Ansari et al.>®, 2016 42 No descrito Aniridia (31) aCGH (PAX6, FOXC1, 36%
Gillespie (11) PITX2)
PAX6 negativos Sanger (FOXC1,
PITX2)
Vasilyeva et al.*/, 117 Rusia Aniridia Sanger + MLPA 97%
2017 WAGR
Souzeau et al.'?, 29 (18) Australasia y Sureste  Aniridia Sanger + MLPA 95%
2018 Asiatico WAGR/O
Plaisancié et al.?, 47 Francia Aniridia NGS (locus completo) 40% (solo en
2018 Espana Aniridia-like aCGH regiones no
PAX6 negativos codificantes)
Lagali et al.??, 2020 46 Alemania Aniridia Sanger + MLPA 98%
Cross et al.?®, 2020 434 Reino Unido Aniridia (256) Sanger + MLPA 58%
Sospecha aniridia (114)
Otros (33)
Sin informacién (31)
You et al.??, 2020 95 (65) China Aniridia Sanger + MLPA 97%
WAGR/O
Pedersen et al.*°, 37 Noruega Aniridia Sanger + MLPA 95%
2020
Tarilonte®3, 2020 98 Espana Aniridia Sanger + NGS (locus 88%
Aniridia-like completo + panel
genes)
aCGH

valoren las opciones mds adecuadas en funcién del tipo de
mutacién, situacién reproductiva, edad de los progenitores y
dela factibilidad técnica para detectar la variante?. El diagnés-
tico prenatal se suele realizar con aproximaciones invasivas
a partir de biopsia de vellosidad corial o amniocentesis**.
Actualmente, existe la posibilidad de realizar DPNI mediante
el estudio del ADN fetal en sangre materna, indicado para
mutaciones de novo o heredadas por via paterna?.

Perspectivas futuras

A pesar de los grandes avances en el conocimiento de
los mecanismos etiopatogénicos de la aniridia, existen ain
muchas cuestiones por resolver en relacién con las correla-
ciones genotipo-fenotipo y con la gran variabilidad fenotipica
causada por mutaciones similares en el gen PAX6. Dada la
complejidad en la regulacién transcripcional de PAX6 y su par-
ticipacién en multiples redes morfogénicas espacio-temporal
durante el desarrollo ocular, se desconoce la influencia de
los elementos reguladores o de genes moduladores de la
expresién génica que podrian contribuir en parte a la expre-
sividad variable en la aniridia. El mosaicismo somdtico podria
explicar también algunos casos de variabilidad fenotipica
intrafamiliar*. A medida que mejore la sensibilidad técnica
para detectar alelos de baja frecuencia, esperamos que el
estudio del mosaicismo pueda integrarse en el futuro en el
diagnéstico genético de la aniridia y asi, ofrecer un mejor
asesoramiento genético en casos con mutaciones de novo.
Otro aspecto para tener en cuenta es la caracterizaciéon de
los casos sin mutaciones en PAX6. El uso de nuevas tecno-
logias de WGS y el de otros abordajes permitird estudiar las
regiones reguladoras del gen PAX6 y de otros genes, ademads

de desenmascarar nuevos casos de mosaicos somaticos que
hayan podido pasar desapercibidos debido a las limitaciones
actuales en las técnicas de secuenciacién.
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