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Resumen

Introduccion: La enfermedad de Méniere (EM) es una enfermedad rara del oido interno
caracterizada por ataques de vértigo asociados a pérdida de audicién neurosensorial de bajas y
medias frecuencias y acufenos o sensacion de plenitud dtica. Aunque su etiologia permanece
desconocida, su prevalencia varia de 0.5 a 1 por 1000 individuos, afectando en mayor medida a casos
familiares (6-9%) que, a esporadicos, lo que sugiere una contribucién genética. La EM es una
enfermedad compleja, con una heterogeneidad genética que se ve acompafiada de una gran
diversidad en el fenotipo, lo que complica su diagnéstico.

Objetivo: Identificar pacientes con EM de herencia recesiva, de inicio precoz, asi como identificar
nuevos genes que expliquen la heterogeneidad de la enfermedad. Asi mismo, se identificara y
caracterizara clinicamente la EM de inicio precoz no familiar, se realizard la secuenciacién del genoma
completo en trios con caso indice de EM esporadica y se realizara un andlisis integrado de datos
gendmicos para demostrar la acumulacion de variantes raras en genes (homocigotas o heterocigotas
compuestas).

Métodos: En este estudio se incluirdn un total de 6 trios de pacientes espafioles con EM esporadico
con inicio precoz (< 35 afios) que cumplan los criterios diagndsticos establecidos por el Comité de
Audicién y Equilibrio de la Sociedad Barany para EM definida. EI ADN de los casos se extraerd a partir
de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) mediante la extraccién de 12 ml de sangre
venosa periférica. Tras la extraccion, las muestras de ADN se conservaran a -20°C. Este estudio se
llevard a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki de 1975 (revisada en 2013)
para la experimentacion humana. Los pacientes e individuos sanos seran informados sobre el estudio
y se obtendra su consentimiento informado verbal y escrito. Tras la extraccion, el DNA de los
pacientes se procesa para la preparacién de librerias de genoma completoy posterior secuenciacién
A continuacién, se realizard el variant calling, usando GATK, para realizar un realineamiento de los
datos de secuenciacidn con el genoma de referencia humano GRCh37/hg19 y se generaran archivos
Variant Call Format (VCF) con las variantes en cada sujeto incluyendo variantes de un solo nucledtido
(SNV), inserciones /deleciones (INDELs), y variacionesde numero de copia (CNV) mas su
correspondiente anotacion en las bases de datos de referenciade frecuencia poblacional (EXAC y
gnomAD) y de caracterizacidn clinica (ClinVar) incluyendo una prediccién de patogenicidad a través
de CADD (Combined Annotation Dependent Depletion). Con los resultados de cada trio se realizaran
diversos tipos de analisis para cubrir las diversas hipdtesis acerca de la aparicion de EM precoz en los
casos esporadicos (aparicion de variantes de novo, herencia heterocigota compuestas y herencia
homocigota). El analisis de agregacién de variantes raras (MAF <0.05) en genes y redes de regulacidn
génica se llevard a cabo de con las herramientas rvtest y GSEA. Las variantes noveles de interés seran
validadas a través de secuenciacién Sanger.

Resultados: Para los cuatro primeros trios se encontrd una herencia autosémica recesiva,
encontrandose variantes homocigotas con y sin cambio de sentido. Para los trios cinco y seis se
encontré una herencia dominante, con una variante heterocigota de novo en el trio cinco y una
variante en el numero de copia heterocigoto de novo en el trio seis.

Conclusiones: Los pacientes con EM espordadica de inicio precoz tienen una mayor prevalencia de
migrafia que los pacientes de inicio tardio. Ademas, durante el andlisis de citoquinas se encontré



que la migraia no estd asociada a ningun perfil de citoquinas en pacientes con EM. Los niveles de
citoquinas en sangre varian entre pacientes con EM, migrafia y controles, lo cual podria utilizarse
como herramienta diagndstica. La EM esporddica de inicio precoz podria explicarse mediante un
modelo de herencia recesivo homocigoto. Este modelo de herencia para SNV con cambio desentido
se ha identificado para los genes SH3GL1 y LPCAT2, mientras que para SNV sin cambio de sentido se
ha identificado para los genes RANBP9 y ASH2L.



Abstract

Introduction: Meniere disease (MD) is a rare inner disease characterized by attacks of vertigo associated with
low and medium frequency sensorineural hearing loss, and tinnitus or ear fullness. Although its etiology is
unknown, its prevalence varies from 0.5 to 1 per 1000 individuals, affecting more familial cases (6-9%) than
sporadic cases, which suggests a genetic contribution to MD. MD is a complex disease, with a genetic
heterogeneity that is accompanied by a great diversity in the phenotype which complicates its diagnosis.

Objective: To identify patients with early-onset recessive inheritance MD, as well as to identify new genes
that could explain the heterogeneity of the disease. In addition, early-onset sporadic MD will be identified
and clinically characterized. Whole genome sequencing will be performed in threesome in which the index
will be a sporadic case of MD. Analysis of genomic data will be carried out to demonstrate accumulation of
rare variants in genes (homozygous or compound heterozygous).

Methods: This study will include a total of 6 threesome of Spanish patients with sporadic MD with early onset
(235 years) according to the Barany Society’s Hearing and Balance Committee criteria. The DNA of the cases
will be extracted from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by extracting 12ml of venous blood. After
the extraction, the DNA samples will be stored at -209C. This study will be carried out in accordance with the
principles of the Helsinki Declarations of 1975 (revised in 2013) for human experimentation. Patients and
controls will be informed about the study and their verbal and written consent will be required. Subsequently,
the variant calling will be performed, using GATK for the realignment of the data with the GRCh27/hg19
human reference genome. Variant Call Format (VCF) files will be generated with the variants in each subject,
including single nucleotide variants (SNV),insertions/deletions (INDELs), and copy number variations (CNV)
and its corresponding annotation, in the population frequency reference databases (EXAC and gnomAD), and
clinical characterization (ClinVar) including a pathogenicity prediction through CADD (Combined Annotation
Dependent Depletion). With the results of each threesome, various type of analysis will be performed to
cover the hypotheses about the appearance of early MD in sporadic cases (appearance of de novo variants,
compound heterozygousinheritance, and homozygous inheritance). The gene rare variants aggregation
analysis (MAF <0.05) and gene regulation networks will be carried out with the rvtest and GSEA tools. The
novel variants of interest will be validated by Sanger sequencing.

Results: For the first four threesome, an autosomal recessive inheritance was found, finding homozygous
variants with and without change of sense. For the fifth and sixth threesome, dominant inheritance was
identified, with one de novo heterozygous variant in the fifth threesome, and one de novo heterozygous copy
number variant in the sixth one.

Conclusions: Patients with early-onset sporadic MD have a higher prevalence of migraine than late-onset
patients. Furthermore, cytokine analysis it was found revealed that migraine is not associated with any
cytokine profile in MD patients. Cytokine levels in blood vary between patients with MD, migraine and
controls. This could be used as a diagnostic tool. Early-onset sporadic MD could be explained by a
homozygous recessive inheritance pattern. This inheritance model for missense SNV has been identified for
SH3GL1 and LPCAT2 genes. Non-missense SNV has been identified for RANBP9 and ASH2L genes.
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Abreviaturas

AAO-HNS American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Surgery
ACMG American College of Medical Genetics

AD Autosémico dominante

ANOVA Analysis of Variance

AR Autosémico recesivo

ATL Audiometria tonal liminal

CADD Combined Annotation Dependant Depletion

CCE Células ciliadas externas

ccl Células ciliadas internas

CMSP Células mononucleares de sangre periférica

CMSP Células mononucleares de sangre periférica

CNV Copy Number Variants

CSH Canal Semicircular Horizontal

CSvVsS Collaborative Spanish Variant Server

DE Desviacidn estandar

DT Desviacion tipica

EA Enfermedad autoinmune

EAOI Enfermedad autoinmune del oido interno

EAONO European Academy of Otology and Neurotology

EM Enfermedad de Méniéere

EMA Enfermedad de Méniere con altos niveles de citoquinas
EMB Enfermedad de Méniere Bilateral

EMB Enfermedad de Méniere con bajos niveles de citoquinas
EME Enfermedad de Méniere esporadica

EMF Enfermedad de Méniere familiar

EMIP Enfermedad de Méniere de inicio precoz

EMIT Enfermedad de Méniere de inicio tardio
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Introduccion

1.1 El oido interno

El oido es un 6rgano sensorial situado en el hueso temporal. Esta compuesto de tres partes (Figura 1):

Oido externo, que incluye el pabellon auricular y el conducto auditivo externo (CAE); esta separado

del oido medio por la membrana timpanica.

Oido medio, que contiene la cadena osicular (martillo, yunque y estribo).

Oido interno, que se divide en laberinto anterior o céclea y que contiene el drgano de Cortiy
laberinto posterior que incluye los canales semicirculares y el vestibulo (Marieb and Hoehn, 2009)
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Figura 1. Anatomia del oido (Extraido de Principios de Neurociencia, Duane E. Haines, 2019).

Consta de tres estructuras principales: la cdclea, el vestibulo y el saco endolinfatico (SE). La céclea vy el
vestibulo son los érganos sensoriales periféricos que detectan el sonido y la aceleracién angular / lineal,
respectivamente, segun el receptor sensorial involucrado, produciendo una inclinacién de los estereocilios
en la superficie apical de las células ciliadas vestibulares, con la consiguiente apertura de canales
mecanotransductores y la entrada de iones K al interior de las células (Ohmori, 1985; Ottersen et al., 1998).
Por el contrario, el SE es una estructura quistica, no sensorial, que no contribuye a la deteccion de estos
estimulos. Esta ubicado en el extremo distal del conducto endolinfatico y se cree que cumple dos funciones:
la secrecion y reabsorcién de endolinfa y la respuesta inmune dentro del oido interno (Rask-Andersen et al.,

1981; S Tomiyama, 1986).
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El oido interno se puede dividir morfolédgicamente en dos partes: laberintos 6seo y membranoso. El laberinto
membranoso contiene endolinfa mientras que el laberinto dseo rodea el laberinto membranoso. La perilinfa
rellena los espacios entre estas dos estructuras. La endolinfa y la perilinfa son esenciales para el correcto
funcionamiento de la audicién y el equilibrio (Becker, 2004)) (Figura 2). La composicidn de la endolinfa varia
a lo largo de estas estructuras, que contienen una alta concentracion de K* y una baja concentracion de Na*
en la céclea y el sistema vestibular, mientras que las concentraciones de estos dos iones se invierten en el
saco endolinfatico (Marcus and Shipley, 1994; Wangemann et al., 1996)

La diferencia en la concentracién de iones genera un gradiente electroquimico entre ambos fluidos llamado
potencial endococlear (alrededor de + 80Mv), que es esencial para el funcionamiento de las células
sensoriales en el 6rgano de Corti (Hudspeth, 2008)

1.1.1 Anatomia y funcién de la coclea

La cdclea humana es un conducto membranoso de 3-3,5 cm de largo que se enrolla alrededor de dos vueltas
y media siguiendo un eje central lamado modiolo, donde se ubica el nervio coclear. La céclea esta envuelta
por una capa 6sea llamada cdpsula dtica dentro del hueso temporal. El interior de la cdclea esta lleno de dos
fluidos, la perilinfa y la endolinfa, que quedan separados en diferentes compartimentos. La cdclea, por tanto,
se divide en tres partes (Rask-Andersen et al., 2012) (Figura 2):

- La escala vestibular (scala vestibuli), que se encuentra por encima del conducto cocleary la
ventana oval y contiene perilinfa.

- La escala timpanica (scala tympani), que se encuentra por debajo del conducto coclear y también
contiene perilinfa.

- El conducto coclear o escala media (scala media), que se encuentra entre los conductos anteriores
y contiene el érgano de Corti. Es el Unico compartimiento que contiene endolinfa.

Escala Vestibular

Membrana Vestibular

Escala Media

——————Membrana Tectoria

YN = Membrana Basilar
Células Falangicas

Células Ciliadas Externas

Células Pilares
Escala Timpanica
Célula Ciliada Interna

Figura 2. Anatomia de la cdclea (Extraido de Atlas de Anatomia Huhombrea, FH Netter, 2011).

La escala vestibular y timpanica se unen en el vértice de la cdclea, que se denomina helicotrema. Ambas
escalas se comunican con el oido medio a través de dos discontinuidades en la capa désea: la ventana oval,
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gue conecta con el oido medio y la escala vestibular y es donde se localiza el estribo; y la ventana redonda,
gue se comunica con el oido medio a través de la escala timpanica. El érgano de Corti estd limitado por la
membrana de Reissner y la membrana basilar. La membrana basilar, a su vez, separa la escala media y la
escala timpanica, y su grosor varia a lo largo de su longitud. Estos cambios de grosor hacen que la membrana
basilar pueda sintonizar diferentes frecuencias, lo que se conoce como organizacion tonotépica de la céclea
(Ruben, 2020).

El drgano de Corti es una estructura espiral, que contiene dos tipos de células: ciliadas, células especializadas
responsables de transducir las ondas sonoras en sefiales neuronales; y células de soporte. Las células ciliadas
estan organizadas en cuatro filas: una fila de células ciliadas internas (CCl) y tres filas de células ciliadas
externas (CCE). Las CCE son las células ciliadas mas numerosas de la cécleay sus estereocilios estan unidos
a la membrana tectoria. La funcidn principal de estas células es mejorar la sensibilidad de la audiciéon
amplificando el movimiento de la membrana basilar. Por otro lado, las CCl son los receptores, que se activan
cuando sus estereocilios son desplazados por la onda viajera. Los esterocilios de las CCl no estdn adheridos a
la membrana tectoria, lo que implica la despolarizacion de la fibra nerviosa aferente unida y la estimulacion
de la corteza auditiva como ultimo paso (Schwander et al., 2010) (Figura 3).

Figura 3. Organo de Corti (Extraido de Wheater. Histologia funcional, B. Young, 2014)

Existen varios tipos de células de soporte en el 6rgano de Corti: células de sostén externas (Células de
Henssen), continuas a estas (de lateral hacia medial) se encuentran unas células de morfologia alargada
(células falangicas externas). De media hacia lateral se encuentran las células falangicas internas, las cuales
se articulan con las células de los pilares (externas e internas). Estas células, son de forma piramidal y poseen
una gran cantidad de filamentos de soporte. Se encuentran dispuestas en dos filas y unidas entre si en su
parte superior formando el Tunel de Corti. Estas células de sostén, sobre todo la células de los pilares y las
células de Deiters contribuyen a formar la membran reticular, que se extiende en la parte craneal del érgano
de Corti por los espacios existentes entre las porciones apicales de las CCE.
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1.1.2 Anatomia y funcidn del sistema vestibular.

El papel principal del sistema vestibular es participar en el mantenimiento de un adecuado equilibrio. Este es
el resultado de la integracion de la informacién sensorial que proporcionan no solo el sistema vestibular, si
no también, el sistema visual y propioceptivo proveniente del tronco del encéfalo y el cerebelo.

El laberinto posterior o sistema vestibular se divide estructuralmente en cinco érganos diferentes: tres
canales semicirculares y dos érganos otoliticos. Los canales semicirculares (semicircular posterior, anterior
y lateral) estan dispuestos en angulo recto entre si. Cada canal semicircular tiene una pequefia dilatacion
Ilamada ampolla que contiene células sensoriales que son sensibles a la aceleracion y desaceleracion angular
de la cabeza y estan cubiertos con una membrana gelatinosa llamada cupula.

Los drganos otoliticos, el sdculo y el utriculo, detectan la posicién cefdlica y responden a la aceleracion lineal.
Estas estructuras contienen la macula, un epitelio sensorial de células ciliadas cubierto por la membrana
otolitica. Esta membrana contiene cientos de cristales de carbonato de calcio (otoconias) y su funcién es
detectar aceleraciones lineales e inclinaciones de la cabeza en el plano vertical (Cha et al., 2008). El saculo
esta relacionado con el equilibrio y la percepcion de la gravedad, y su mdcula estd situada horizontalmente.

Las fibras nerviosas aferentes envian estas sefales a los nucleos vestibulares, quienes integran esta
informacién con la visual para generar un reflejo vestibulo-ocular cuya finalidad es estabilizar los ojos en el
campo visual (Figura 4).
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Figura 4. Sistema vestibular. (Extraido de la Enciclopedia Britdnica).

1.2 Enfermedad de Méniere.

La EM es un trastorno crénico del oido interno caracterizado por ataques espontaneos de vértigo, asociados
a hipoacusia neurosensorial de baja o media frecuencia (HNS), actufenos y sensacion de plenitud
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Otica (Lopez-Escamez et al., 2015). En algunos pacientes también puede existir una afectacion pantonal desde
el inicio de la enfermedad, incluidas las altas frecuencias (Belinchon et al., 2011; Espinosa-Sanchez JM, 2016).
En la mayoria de los pacientes, la pérdida auditiva fluctda al inicio de la enfermedad, particularmente en las
frecuencias bajas, pero no en las altas frecuencias.

En una etapa posterior de la enfermedad, el umbral auditivo a menudo se estabiliza (Friberg et al., 1984)) y
la pérdida auditiva se vuelve pantonal (Herminio Perez-Garrigues 1, Jose A Lopez-Escamez, Paz Perez, Ricardo
Sanz, Miguel Orts, Jaime Marco, Rafael Barona, Mari C Tapia, Ismael Aran, Carlos Cenjor, Nicolas Perez,
Constantino Morera, 2015) (Tabla 1). El 74% de los pacientes considera que el sintoma que peor tolera es el
vértigo, el 20% considera que es la hipoacusia y el 6% los acufenos.

Los pacientes con EM suelen tener comorbilidades asociadas como migraina o enfermedades autoinmunes
(EA) sistémicas (Caulley et al., 2017; Gazquez et al., 2011), lo que dificulta el diagnéstico de EM, ya que los
sintomas pueden superponerse con otros trastornos vestibulares como la migrafia vestibular, especialmente
en los primeros afios.

La sintomatologia y las pruebas audiométricas son la base para el diagndstico de esta enfermedad, ya que no
se dispone de un biomarcador para la confirmacidn diagndstica, excepto para la variante alélica rs4947296
(chré: 31090401C> T), conocida por aumentar dos veces el riesgo de HNS bilateral y asociarse con EM
autoinmune en la poblacion del sur de Europa (Martin-Sierra et al., 2017; Frejo et al., 2017), enfermedad de
Graves-Basedow de inicio temprano y la enfermedad de Behget en la poblaciéon china).

Sintomas Fase inicial Fase intermedia Fase final

Ocurre de forma abrupta como
Vértigo un episodio persistente de Fase intercrisis
vértigo

Desaparicion de los
ataques de vértigo

Moderada y fluctuante;
Hipoacusia Leve percibida después de los Severa
ataques de vértigo

Simultaneo al ataque de . L. Persistente e
Previo al ataque de vértigo

Acufeno s . .
vértigo incapacitante

Tabla 1. Historia natural de la enfermedad: sintomas y fases.

1.2.1 Epidemiologia

Existe una gran variaciéon en los datos sobre la incidencia (nuevos casos por afio) y la prevalencia (casos en
la poblacion) de EM en la poblacion general. Esto se debe al hecho de que el diagndstico de EM se basa en
los sintomas subjetivos informados por los pacientes. Ademas, estudios epidemioldgicos en poblaciones de
Estados Unidos, Inglaterra, Africa, Japén o Finlandia han revelado resultados diferentes, variando
considerablemente la prevalencia de EM entre ellos. La EM parece ser mas frecuente en los paises europeos
industrializados que en poblaciones asiaticas y africanas, con rangos alrededor de 225 casos por

100.000 individuos. Un estudio realizado en EE. UU estimo una prevalencia de EM de 195 casos por 100.000
individuos (Alexander and Harris, 2010), bastante similar a un estudio otro realizado en Reino Unido donde
se establecid una prevalencia de 157 casos por 100.000 individuos.
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Una investigacion mas amplia considerando solo las personas de ascendencia caucasica mostraron una
prevalencia bastante mas alta que el resto de los estudios (1-2 casos/1.000 individuos), mientras que los
estudios finlandeses y japoneses detallan una prevalencia bastante menor (43 y 36 casos/100.000 individuos,
respectivamente) (Shojaku, 1997; Kotimaki et al., 1999). Un ultimo estudio realizado en Cantabria sitta la
prevalencia en 75 casos por 100.000 individuos, a medio camino entre europeos y asidticos. Las diferencias
en estos resultados podrian explicarse de dos maneras: ausencia de estandarizacion en el diagndsticoy / o
diferencias étnicas (o geograficas) entre las poblaciones estudiadas, ya que también se encuentra en otras
enfermedades complejas similares. Sin embargo, tampoco se puede descartar un sesgo metodoldgico en la
estimacidn de la prevalencia. Antes de 1995, la falta de estandarizacién en los criterios diagndsticos podria
haber dado lugar a este sesgo entre las diferentes regiones. Ademas, la mayoria de los pacientes con EM no
desarrollan todos los sintomas en las primeras etapas de la enfermedad, por lo que esto podria enmascarar
y dificultar el diagndstico.

La EM se suele diagnosticar a los 40 afos, con un ligero predominio femenino, caracterizado por un curso
variable de la aparicion de sintomas vestibulares y cocleares que pueden no coincidir en el tiempo, pudiendo
tardar afios en cumplir los criterios diagndsticos de EM. La gran mayoria de los casos sonespordadicos, aunque
el 8% de estos pacientes presentan agregacion familiar. La mayoria de las familias siguen un patrén de
herencia autosémico dominante (AD), y algunos de ellos presentan anticipaciéngenética, fenémeno en el
que los sintomas tienden a aparecer a una edad mas temprana en generaciones consecutivas ( Requena et
al., 2014).

1.2.2 Fisiopatologia

Segln los hallazgos histopatolégicos en huesos temporales de pacientes con EM, el trastorno se ha
relacionado con la acumulacidn de endolinfa en el conducto coclear (hidropesia endolinfatica). Sobre esta
base, la EM se considera una enfermedad compleja en la que multiples factores, como la genética, la
autoinflamacidn, la autoinmunidad y la alergia podrian estar interactuando, dando lugar a dicha hidropesia
endolinfatica (Semaan et al., 2005).

1.2.2.1 Hidrops endolinfatico

En condiciones normales, la endolinfa se produce en la estria vascular y se reabsorbe lentamente en el
conductoy el saco endolinfaticos. En la EM, esta absorcién es deficiente, causando hidrops endolinfatico (HE)
y dilatacién de la membrana de Reissner. La ruptura de esta membrana podria explicar, en parte, los sintomas
de la EM. Sin embargo, segln una revision de huesos temporales humanos con EM, en dos tercios de los
pacientes no hay evidencia de ruptura de dicha membrana (Paparella and Djalilian, 2002)

El HE implica cambios moleculares y estrés celular en el oido interno. Ademas, se conoce que los pacientes
con EM tienen la apdfisis mastoides de menor tamanio, asi como el acueducto vestibular. Algunas poblaciones
celulares también se ven afectadas tanto en nimero (pérdida de células ciliadas) como en funcién (células
de soporte defectuosas y atrofia de la membrana tectorial) (Yoda et al., 2011). Asi mismo, existe una pérdida
de neuronas que inervan las células ciliadas del 6rgano de Corti y de neuronas del ganglio espiral (R Momin
et al., 2009), lo cual podria estar provocando la posterior pérdida de células ciliadas internas. Sin embargo,
no hay evidencia de que una pérdida mayor de células ciliadas pueda ocasionar un HE mas severo (R Momin
et al., 2009). Esto abre el camino a nuevas hipdtesis donde otros
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factores, como la predisposicién genética, infecciones virales, factores dietéticos, enfermedades
autoinmunes, respuestas alérgicas o irregularidades vasculares podrian jugar un papel importante en el
desarrollo de la EM.
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1.2.3 Clinica

1.2.3.1 Vértigo

El vértigo se experimenta como un episodio de giro de objetos externo o interno con presencia de un
nistagmo de caracteristicas periféricas. Estos ataques no estdn asociados con una disminucién del nivel de
conciencia. Los ataques de vértigo varian en duracién, desde los 20 minutos hasta varias horas. Entre el 35
y el 65% de los pacientes presentan episodios agudos de vértigo de aparicion subita (Paparella MM, da Costa
SS, Fox R, 1991; Strupp and Brandt, 2008).

El episodio puede estar precedido por un acufeno ipsilateral de baja frecuencia. Se desconoce la etiologia
de los episodios de vértigo, pero la hipdtesis mas extendida es que las crisis se producen por cambios en la
presiéon de la endolinfa, rotura del laberinto membranoso o cambios bruscos en la composicion de la
endolinfa que irritan los epitelios sensoriales del saculo, utriculo y canales semicirculares. Una destruccién
progresiva de los receptores vestibulares y la pérdida de neuronas vestibulares podrian explicar la
disminucion y desaparicion de los episodios de vértigo durante la progresion de la enfermedad. Sin embargo,
es dificil predecir una crisis ya que muestran un patrén irregular y variable (Sajjadi and Paparella, 2008).

1.2.3.2 Hipoacusia neurosensorial

La HNS es uno de los sintomas mas estables en la EM. La hipoacusia poder ser uni o bilateral (House et al.,
2006; Lopez-Escamez et al., 2009)) y puede ser rapidamente progresiva (semanas o meses) o lentamente
progresiva (afios), que es la forma de presentacién mas comun. Inicialmente, la hipoacusia y el vértigo
pueden concurrir, con una fluctuacién de los rangos tonales en los primeros afios. Sin embargo, algunos
pacientes pueden mostrar sélo vértigo episédico o hipoacusia (EM tardia) (Kamei, 2004) con acufenos, y
posteriormente el resto de los sintomas pueden aparecer simultdneamente. A medida que la enfermedad
progresa empeora la hipoacusia, llegando en algunos casos a una sordera profunda. La pérdida auditiva se
diagnostica mediante audiometria tonal liminal, requiriéndose audiometrias posteriores para diferenciar la
EM de otras enfermedades del oido interno (Miller and Barr-Gillespie, 2015) y para estudiar la progresion
de la enfermedad (House et al., 2006).

1.2.3.3 Acufenos

El acufeno se define como la percepcion de un sonido dentro del oido en ausencia de un sonido real (Baguley
et al., 2016; McCormack et al., 2016). En la mayor parte de los casos, la intensidad del acifeno aumenta
durante los ataques de vértigo o ante un empeoramiento de la hipoacusia. En el transcurso de la enfermedad,
el acufeno se convierte en un sintoma incesante y muy incapacitante, que asociado a la pérdida auditiva
dificulta la comprensién del habla y puede convertirse en el sintoma mas molesto de la enfermedad a largo
plazo.

1.2.3.4. Plenitud ética

La plenitud dtica se percibe como una sensacién de taponamiento ético y presidn en el oido, esta sensacién
puede ser constante y su intensidad puede aumentar durante los ataques de vértigo.
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1.2.3.5 Crisis de Tumarkin

Con el tiempo hay pacientes que padecen crisis otoliticas de Tumarkin, consistentes en sensacién subita de
vértigo fuerte con posible caida al suelo. Ceden en segundos y el paciente se recupera en un breve periodo
de tiempo. El origen de estas crisis parece ser la afectacion de los érganos otoliticos.

1.2.4 Diagnéstico y clasificacion

El diagndstico de la EM no es sencillo debido a que los sintomas vértigo, acufenos e hipoacusia neurosensorial
no aparecen simultdaneamente en todas las crisis, y esto dificulta el diagndstico hasta que el paciente no ha
presentado varias crisis. Esto llevé a la publicacion de los primeros criterios de diagndstico para la EM por la
Academia Estadounidense de Otorrinolaringologia y Cirugia de cabeza y cuello (AAO-HNS) en 1995
(“Committee on Hearing and Equilibrium guidelines for the diagnosis and evaluation of therapy in Meniére’s
disease. American Academy of Otolaryngology-Head and Neck Foundation, Inc,” 1995) que fue revisada
conjuntamente en 2015 por el Comité de Clasificacidon de la Sociedad Barany, la Sociedad Japonesapara la
Investigacion del Equilibrio, la Academia Europea de Otologia y Neurotologia, la AAO-HNS vy la Sociedad del
equilibrio coreana (Lopez-Escamez et al., 2015).

A diferencia de otras enfermedades, el criterio diagndstico de la EM estd basado Unicamente en lossintomas
durante los ataques, sin considerar ningin marcador bioldgico o hallazgos en la resonanciamagnética nuclear
(Tabla 2).

Sintomas EM definida EM probable

. _— i 20 mas episodios de
1 o0 mas episodios de vértigo

Vértigo vértigode 12 min a
g de 12 mina 12h &
24h
HNS, audiométricamente comprobada, de
Hipoacusia bajas-medias frecuencias en el oido afectado
durante o después de un episodio de vértigo
Acuf , . Sint diti
cf’ enc’)s./ Sintomas auditivos fluctuantes intomas auditivos
Plenitud otica fluctuantes
. . No explicado por otra
Otros No explicado por otra enfermedad vestibular

enfermedad vestibular

Tabla 2. Criterios diagndsticos definidos por la Sociedad Barany.

La EM puede presentar una superposicion de sintomas con otros trastornos, lo que complica ain mas el
diagndstico de la enfermedad. Los mas comunes son la migraina vestibular (MV) y la enfermedad autoinmune
del oido interno (EAQI) (Gazquez et al., 2011; Liu and Xu, 2016).

La MV es una causa comun de episodios de vértigo donde los sintomas vestibulares se superponen con la
migrafia. La EAOI se caracteriza por episodios de HNS bilateral brusca o progresiva. La hipoacusia de estos
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pacientes inicialmente fluctla por lo que podria confundirse con la EM. Flook et al. describieron un método
basado en el nivel de citoquinas proinflamatorias a nivel periférico para diferenciar a los pacientes con MV
de aquellos con EM en la capacidad de las citoquinas para diferenciar la MV de dos subgrupos de la EM en
base a los niveles de sustancias proinflamatorias (Flook et al., 2019).

Han sido establecidos cinco subgrupos de pacientes con EM unilateral y bilateral segun varias variables
clinicas (Tabla 3) (Frejo et al., 2017, 2016)

Subgrupo Frecuencia Definicion
1 46% HNS metacrdénica sin migraia y sin EA
2 17% HNS sincrénica sin migrafia y sin EA
3 13% EM familiar
4 12% Asociado a migrafia
5 11% Asociado a EA

Tabla 3. Subgrupos en la EM.

1.2.5 Tratamiento

El exceso de terapias médicas y quirdrgicas existentes para la EM nos indica que no se dispone de un
tratamiento eficaz para estos pacientes. Sin embargo, la mayoria se benefician de una combinacién de
cambios en el estilo de vida y de dieta, asesoramiento psicolégico y apoyo por parte de las organizaciones de
pacientes (Perez-Carpena and Lopez-Escamez, 2020; Sajjadi and Paparella, 2008).

1.2.5.1 Cambios en el estilo de vida

Se debe recomendar a todos los pacientes con EM una reduccién en la ingesta de sal a un maximo de 1,5-2
g/dia. También se deben evitar productos con cafeina, la ingesta de chocolate, consumo de alcohol y tabaco.
En 1934, Furstenberg mostrd la relacién entre la retencion de sodio y la EM, y recomendd una reduccion
sustancial en la ingesta de sodio. Ademas, existe una asociacién con la alergia estacional, por lo que podria
esperarse una mejora en la calidad de vida de los pacientes con EM que se encuentren bajo tratamiento de
esta. De hecho, la evitacién de la misma podria mejorar la calidad de vida los pacientes con EM. Algunos
estudios han informado una reduccidn significativa (hasta de un 62%) tanto de la frecuencia como de la
gravedad de los ataques de vértigo en pacientes con EM después del inicio de la inmunoterapia para las
alergias (Derebery, 2011).

1.2.5.2 Cirugia

La cirugia en pacientes con EM es infrecuente debido a su dudosa efectividad (Kim et al., 2005). Sin embargo,
han sido descritas diferentes técnicas quirdrgicas cuando fracasan los tratamientos previos como la cirugia
del saco endolinfatico, la laberintectomia o la neurectomia vestibular.
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1.2.5.3 Tratamiento farmacolégico

1.2.5.3.1 Diuréticos

Regulan la homeostasis del oido interno, evitando la sobrecarga de liquidos, por ello, los niveles de
electrolitos deben controlarse para evitar sus consecuencias. No obstante, estudios recientes han
sugerido que no hay relacion entre el uso de diuréticos y la EM (Thirlwall AS, 2006).

1.2.5.3.2 Corticoides

Consiste en la administracidn intratimpanica de prednisona o dexametasona. Lo mas habitual es la
administraciéon de tres dosis a lo largo de varios dias. Con esto se intenta no solo tratar el episodio
agudo sino también disminuir en frecuencia y gravedad las futuras crisis.

1.2.5.3.3 Gentamicina

Consiste en la administracion intratimpanica de gentamicina. La gentamicina es ototdxica, causando
un dafo directo tanto al epitelio neurosensorial como a las células del laberinto y afectando tanto la
funcién vestibular como la coclear. Por lo tanto, es un tratamiento destructivo, que se basa en el
efecto ototdxico dosis-dependiente, que sélo deberia utilizarse cuando el vértigo es intratable. El
efecto sobre la audicion es bajo y se produce una discapacidad auditiva a largo plazo en el 16% de
los pacientes (Martin and Perez, 2003).

1.3 Bases moleculares de genética humana.

La informacién genética elemental se guarda en especies vivas como acido desoxirribonucleico (ADN). Esta
molécula fue descubierta en 1869 por Friedich Miescher (Dahm, 2008), fue identificada como material
hereditario por Avery, MacLeod y McCarty (Avery et al., 1944), y su estructura fue deducida por Watson y
Crick como una doble hélice (Watson and Crick, 1953).

El ADN consta de dos hebras complementarias formadas por la combinacion de cuatro nucleétidos: adenina
(A) que se une a timina (T) y citosina (C) que se une a guanina (G). Esta molécula estd extremadamente
condensada dentro del nucleo de las células, formando un total de 46 cromosomas (23 pares de cromosomas;
genoma diploide) como se concluyé en 1956 (Tijo JH and Levan Albert, 1956). De ellos, 22 pares de
cromosomas son autosomas y un par cromosomas sexuales.

Un hito en genética fue el desarrollo de métodos de secuenciacion de ADN en 1977. Fue debido a este avance
gue fue posible identificar las primeras variantes genéticas (cambio permanente en la secuencia de bases del
ADN que forma un gen) a nivel de ADN (Sanger et al., 1977). Sin embargo, el andlisis del ADN también
necesitaba una secuencia de referencia, una secuencia de ADN de consenso para comparar con otra
secuencia de ADN dada. Con este objetivo, secuenciar los 3 mil millones de nucledtidos en el genoma
humano, nacié el Proyecto Genoma Humano (HGP) en 1990, financiado principalmente por los Institutos
Nacionales de Salud de Estados Unidos (Watson, 1990). En abril de 2003 se publico el resultado de este
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proyecto, con unos 3.200 millones de pares de bases (pb) secuenciados que codifican los 18.500-20.000
genes en la especie humana (Collins et al., 2003).

Las regiones del ADN que contienen informacidén para codificar proteinas son los exones, por el contrario, los
genes también contienen regiones no codificantes llamadas intrones. Las regiones intergénicas, sin embargo,
se han descrito como zonas potencialmente reguladoras. Las regiones no codificantes representan casi el
99% del genoma humano y son responsables de modificar la expresién génica.

1.3.1 De genes a proteinas

La informacién de las cadenas de ADN esta codificada por un conjunto de reglas Ilamadas cédigo genético. El
codigo genético es comun a la mayoria de las especies, pero difiere en algunas especies de bacterias y hongos.
El proceso para obtener una proteina a partir de una secuencia de ADN se lleva a cabo en dos pasos
conocidos: la transcripcion, donde el ADN se transcribe a una molécula de ARNm (ARN mensajero), y la
traduccion, donde este ARNm se lee y se traduce a proteina. En ambos intervienen diferentes proteinas
reguladoras, que actian como pruebas de control para evitar la generacion de errores (Griffiths et al., 2000).

El ARNm se puede leer de 6 formas diferentes, segun el sentido y el marco de lectura. El marco de lectura
representa como la traduccion dividird la informacién del ADN segln el conjunto de tres nucleétidos
consecutivos y no superpuestos llamados codones. La combinacion de tres bases en el ARNm crea un coddn,
y cada codédn codifica para un aminodacido. Dado que hay 4 bases en el ARNm, hay 64 codones posibles para
un total de 20 aminodcidos diferentes.

Ademas del gran conjunto de posibilidades, existe redundancia en este cédigo, lo que significa que algunos
codones traducen el mismo aminoacido. Los codones mas importantes incluyen el codén AUG, o coddn de
inicio Unico, y los tres codones de parada o codones STOP. Estos codones marcan el comienzo y el final de
la traduccion. Mientras que el coddn de inicio codifica para una metionina, los tres codones de parada no
codifican para ningiin aminodcido.

1.3.2 Variacion genética

Una variante es una alteracion en la secuencia de ADN. Estos cambios en el ADN ocurren de forma natural
durante la divisién celular y posterior replicaciéon del ADN, siendo la principal fuente de variacién genética.
Se estima que la maquinaria de replicacidn inserta uno o varios nucleétidos incorrectos en la secuencia de
ADN durante la replicacidon (Kunkel, 2008) (Figura 5).

La mayoria de estos cambios se restauran mediante los mecanismos de reparacion del ADN, gracias al
reconocimiento de nucleétidos desapareados. Sin embargo, algunos de estos errores escapan a estos
procesos, pasando a las células de la préxima generacion, y convirtiéndose asi en mutaciones permanentes.
Si las células afectadas son gametos, las variantes se transmitiran de los progenitores a los sucesores.

1.3.2.1 Single nucleotide variants (SNVs)

Las variantes de un solo nucledtido (SNV) son cambios en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera
un solo nucledtido (adenina, timina, citocina o guanina) en la secuencia del genoma. Cuando se compara una
variante con una poblacidn de referencia, podemos discernir su frecuencia.
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Basicamente, las variantes se dividen en dos grupos segun su frecuencia: a) variantes comunes, cuando su
frecuencia es superior al 5% de la poblacion; y b) variantes raras, cuando su frecuencia es menos del 5% de
la poblacién.

Secuencia de referencia

AACGCTCGCTCGCTCCTCG
Variantes de un solo Variantes en el niimero de
nucleétido (SNV) copias (CNV)
AACGCACGCTCGCTCCTCG Delecién o duplicacién de >1kb
A
Insercidn

AACGCTCCCGCTCGCTCCTCG
Deleccion

AACGCT- - -TCGCTCCTCG

Figura 5. Tipo de variantes encontradas en el genoma humano.

Funcionalmente, las SNV se puede dividir en diferentes categorias:

Variantes codificantes. Son aquellas variantes localizadas en regiones codificantes. Dentro de las variantes
codificantes podemos encontrar las variantes no sinédnimas y las variantes sinénimos, dependiendo de si la
variante involucrada da como resultado un cambio de coddén en el aminoacido traducido o no,
respectivamente. El cédigo genético es redundante, lo que significa que un mismo aminoacido puede ser
codificado por multiples codones. Por lo tanto, un SNV puede provocar un cambio en la secuencia de ADN,
pero el nuevo coddn resultante sigue codificando el mismo aminodacido. Si eso no sucede, el aminodcido
codificado cambiard, existiendo la posibilidad de que este cambio conduzca a la pérdida del codén STOP
original (stop loss) o la aparicién de uno prematuro (stop gain), ambos tipos denominados variantes sin
sentido.

Variantes no codificantes. Son aquellas variantes que afectan a las regiones no codificantes. Se desconoce
su importancia, pero son fuente de estudio hoy en dia en la investigacion gendmica.

Inserciones y deleciones (INDELs). Son pequefias regiones del genoma que faltan o aparecen en algun lugar
diferente a la regién normal en el genoma de referencia. Los INDELs oscilan entre 1 y 1.000 pb Nationtal
(Human Genome Reseach Institute). Segun su efecto sobre el marco de lectura durante la traduccion, se
diferencian INDELs con desplazamiento de la pauta de lectura e INDELs sin desplazamiento de la pauta de
lectura. Ambos tipos de INDELs pueden suponer diferentes problemas a la traduccion de la proteina entera,
alterando su integridad y estructura.
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Variantes estructurales (SVs). Las variantes estructurales suelen ser alteraciones gendmicas mas grandes
de 1000pb. Estan poco estudiados; sin embargo, se consideran tan importantes como los INDELs para el
desarrollo de una enfermedad.

Variantes en el nimero de copias (CNVs). Las variaciones en el niumero de copias son las variantes
estructurales mas estudiadas. Pueden suponer tanto ganancia como pérdida de copias y son las responsables
de la variacién fenotipica interindividual.

Inversiones y otras variantes estructurales. Las inversiones son regiones del ADN que aparecen invertidas
con respecto al resto del genoma. Suelen aparecer como subproductos de recombinacién. Las traslocaciones
son el resultado de la transferencia de una secuencia del ADN de una regidn a otra que no implican perdida
o ganancia de nucleétidos.

1.3.2.2 Variantes patogénicas.

La capacidad de distinguir entre variantes benignas y patdgenas es clave para obtener resultados relevantes
en los estudios genéticos. En consecuencia, se han desarrollado multiples algoritmos predictivos para evaluar
la patogenicidad de las variantes genéticas. Los algoritmos utilizados son el algoritmo de agotamiento
dependiente de anotaciones combinadas (CADD: Combined Annotation Dependent Depletion) (Rentzsch et
al., 2019), el algoritmo SIFT (SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant) (Sim et al., 2012) y el algoritmo
Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) (Adzhubei et al., 2013). En 2015 se publicaron unas directrices
para la interpretacién de variantes de secuencia por el Colegio Americano de Medicina Genética (ACMG) y la
Asociacidn de Patologia Molecular (AMP), que se utiliza hoy en dia como gold standard para la interpretacién
de variantes (Richards et al., 2015). Estos criterios permiten clasificar las variantes en cinco categorias:
patdgenas, probablemente patégenas, de significado incierto, probablemente benignas y benignas (Tabla 4).

Ademas, otros estudios han propuesto el uso de la fraccién etioldgica (FE) para evaluar la patogenicidad de
variantes raras en las pruebas de carga genética (referencia). La FE proporciona una estimacion cuantitativa
de las variantes raras que son causantes de la enfermedad segln la ubicacién, el gen y la clasificacién de
variantes (Tabla 5).
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BENIGNO

PATOGENICO

Fuerte

Secundario Secundario Moderado

Fuerte

Muy fuerte

La frecuencia del alelo
menos comun (MAF) es
demasiado alta para
enfermedad u
observacion en
controles asintomaticos
con penetrancia
genética.

Base de datos
poblacional

Base de datos
computacionales
y predictivos

Estudios funcionales
bien establecido no han
mostrado efecto
deletéreo.

Base de datos
funcionales

Base de datos de
segregacion

No segregacion con
enfermedad.

Base de datos ‘de
novo’

Base de datos
‘alélicos’

Otras bases de
datos

Otros datos

Ausente en base
de datos
poblacional

Cambio sin sentido
nuevo en un
aminodcido

residual donde un

cambio sin sentido
patogénico ha sido

Las evidencias
computacionales
sugieren que no
existe impacto en

Las evidencias
computacionales
sugieren efectos

deletéreos en

reconocido
genes/productos genes/productos )
. . previamente.
genéticos. genéticos. )
Cambio de
longitud en una
proteina.

Mutaciédn con cambio Puntos calientes de
de sentido con baja mutacion (Hot
tasa de variantes sin  spot) o dominios
sentido benignasy  funcidnales bien
variantes sin sentido  estudiados sin
patogénicas comunes. variacién benigna.

Co-segregacion con
enfermedad en
multiples
familiares
afectados
(aumento de
datos).

Co-segregacion con
enfermedad en
multiples familiares
afectados.

De novo sin
paternidad o
maternidad
confirmada.

Observado en trans
con variante
dominante u

observada en cis con
una variante
patogénica.

Detectada en trans
con una variante
patogénica en
enfermedades
recesivas.

Fuente de confianza
con o sin datos
compartidos
=benigno

Fuente de confianza
donde la variante es
patogénica.

Encontrado en un
€aso con una causa
alternativa de la
enfermedad.

El fenotipo del
paciente es altamente
especifico para el gen.

Prevalencia en
afectados
estadisticamente
aumentado sobre
controles

El cambio del mismo
aminodcido se ha
establecido como

variante patogénica.

Estudios funcionales
bien establecidos
muestras un efecto
deletéreo.

Co-segregacion con
enfermedad en
multiples familiares

afectados (aumento

de datos).

De novo con
paternidad o
maternidad
confirmada.

Tabla 4. Guia para interpretacion de variantes por la ACMG y AMP
(extraido y adaptado de Richards et al. 2015).
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Guia actual ACMG/AMP

Patogenicidad
Secundario Moderado Fuerte Muy fuerte

Error en el gen con baja
tasa de benignidad,
variantes sin sentido y
errores patégenos

Punto caliente mutacional ¢
dominio funcional bien
definido sin variacién

benigna
comunes.
Guia ACMG/AMP adaptada propuesta
Patogenicidad
Secundario Moderado Fuerte Muy fuerte

Variante no truncada en Variante no truncada en  Variante no truncada
gen o regidn proteica con gen o regidn proteica con en gen o region
0.8< EF<0.9 0.9< EF <0.95 proteica con EF 20.95

Tabla 5. Adaptacion de las guias ACMG / AMP para patogenicidad y fraccion etiolégica.

1.4 Genética de la hipoacusia y la enfermedad de Ménieére.

Hasta la fecha, se han relacionado 119 genes con hipoacusia no sindrémica (es decir, discapacidad auditiva
sin anomalias reconocidas), lo que indica una gran heterogeneidad genética (Van Camp G., 2018). Aunque
la etiologia de la hipoacusia es muy heterogénea, se estima que en la mitad de los casos su origen es genético
(Tal Koffler, 2015). Se han descrito patrones que generalmente son mas graves cuando se hereda de una
manera recesiva. Las variantes patogénicas en el gen que codifica la conexina 26 (GJB2) son la causa mas
comun de hipoacusia con herencia autosémica recesiva grave (Sloan-Heggen et al., 2016)

El patron de herencia autosdmica dominante también se puede observar en la hipoacusia neurosensorial
no sindrémica, existiendo 47 genes relacionados con esta condicién (Tabla 6), que se caracteriza
principalmente por ser una hipoacusia post-lingual (inicio igual o mayor a 20 afios) y progresiva (Petersen,
2002).

Gen Posicion Fenotipo Referencia
ESPN chr1:6,484,848-6,521,430 DFNB36 (Naz et al., 2004)
IFNLR1 chr1:24,480,647-24,514,449 DFNA2C (Gao et al., 2018)
GJB3 chr1:35,246,790-35,251,970 DFNA2B (Xia. et al., 1998)
KCNQ4 chr1:41,249,684-41,306,124 DFNA2A (Coucke et al., 1999)
BSND chr1:55,464,606-55,476,556 DFNB73 (Riazuddin et al., 2009)
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ROR1 chr1:64,239,690-64,647,181 DFNB108 (Diaz-Horta et al., 2016)

CDC14A chr1:100,810,584-100,985,833 pFng3z  (Deimaghani etal, 2016; Imtiaz

et al., 2014)
COL11A1  chr1:103,342,023-103,574,052 DFNA37 (Booth etal., n.d.)

GPSM2 chr1:109,417,972-109,477,167 DFNBS2 (Walsh et al., 2010b)

LMX1A chr1:165,171,104-165,325,952 DFNA7 (Wesdorp et al., 2018a)

NLRP3 chr1:247,579,458-247,612,410 DFNA34 (Nakanishi et al., 2017)
OTOF chr2:26,680,071-26,781,566 DFNB9 (Yasunaga et al., 2000)

PNPT1 chr2:55,861,198-55,921,045 DFNB70 (von Ameln et al., 2012)

ELMOD3 chr2:85,581,517-85,618,875 DFNBS8 (Jaworek et al., 2013)
PJVK chr2:179,316,163-179,326,117 DFNB59 (Delmaghani et al., 2006)
TMIE chr3:46,742,823-46,752,413 DFNB6 (Naz et al., 2002)
ILDR1 chr3:121,706,170-121,741,127 DFNB42 (Borck et al., 2011)

MCM2 chr3:127,317,066-127,341,279 DFNA70 (Gao etal., 2015)

CCDC50 chr3:191,046,866-191,116,459 DFNA344  (Modamio-Heybigr et al., 2007)
WFS1 chr4:6,271,576-6,304,992 prvag  (Crynsetal, 2002; Fukuoka etal,

2007)

GRXCR1 chr4:42,895,283-43,032,675 DFNB25 (Schraders et al., 2010)
REST chrd:57,774,042-57,802,010 DFNA27 (Nakano et al., 2018)
GAB1 chrd:144,257,915-144,395,721 DFNB26 (Yousaf et al., 2018)

MARZVELD chr5:68,710,939-68,740,157 DFNB49 (Kamitani et al., 2015)
BDP1 chr5:70,751,442-70,863,649 DFNB112 (Girotto et al., 2013)

PPIP5K2 chr5:102,455,853-102,548,500 DFNB100 (Yousaf et al., 2018)

SLC22A4  chr5:131,630,136-131,679,899 DFNB60 (Ben Said et al., 2016)

DIAPH1 chr5:140,894,583-140,098,622 DFNA1 (Thoenes et al., 2015)

GRXCR2 chr5:145,239,296-145,252,531 DFNB101 (Imtiaz et al., 2014)

POUA4F3 chr5:145,718,587-145,720,083 DFNA15 (Collin et al., 2008a)

SERPINBG chr6:2,948,393-2,972,399 DFNB91 (Sirmadi et al., 2010)
DCDC2 chr6:24,171,983-24,383,520 DFNB66 (Grati et al., 2015)

RIPOR2 chr6:24,797,601-25,042,238 DFNB104 (Diaz-Horta et al., 2014)

COL11A2 chr6:33,130,458-33,160,276 DFNA13 (McGuirt et al., 1999)

LHFPL5 chr6:35,773,070-35,801,651 DFNB67 (Kalay et al., 2006)
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cLIcs chr6:45,866,188-46,048,132 DFNB103 (Gagnon etal., 2006)
MYO06 chr6:76,458,909-76,629,254 DFNA22 (Melchionda et al., 2001)
D164 chr6:109,687,717-109,703,762 DFNA6G6 (Nyegaard et al., 2015)
EYA4 chr6:133,561,736-133,853,258 DFNA10 (Makishima et al., 2007)
GSDME chr7:24,737,972-24,809,244 DFNA5 (Van Laer et al., 1998)
PDE1C chr7:31,790,793-32,338,941 DFNA74 (Wang et al., 2018)
ADCY1 chr7:45,613,739-45,762,715 DFNB44 (Rehman et al., 2014)
HGF chr7:81,328,322-81,399,754 DFNB39 (Schultz et al., 2009)
TRRAP chr7:98,475,556-98,610,866 DFNA (Xia et al., 2019)
SLC26A5  chr7:102,993,177-103,086,624 DFNB61 (Liu et al., 2003)
SLC26A4  chr7:107,301,080-107,358,254 DFNB4 (Yang et al., 2009)
MET chr7:116,312,444-116,438,440 DFNB97 (Mujtaba et al., 2015)
MIRN96  chr7:129,414,532-129,414,609 DFNA50 (Mencia et al., 2009)
ESRP1 chr8:95,653,302-95,719,694 DFNB109 (Rohacek et al., 2017)
GRHL2 chr8:102,504,660-102,681,954 DFNA28 (Vona et al., 2013)
TIP2 chr9:71,736,209-71,870,124 DFNA51 (Walsh et al., 2010a)
T™C1 chr9:75,136,717-75,451,267 DFNB7 (Hilgert et al., 2008)
WHRN chr9:117,164,360-117,267,736 DFNB31 (Mburu et al., 2003)
TNC chr9:117,782,805-117,880,536 DFNA56 (Zhao et al., 2013)
TPRN chr9:140,086,069-140,098,645 DFNB79 (Lietal, 2012%' ;‘;hman etal,
MYO3A chr10:26,223,002-26,501,465 DFNB30 (Walsh et al., 2002)
PCDH15 chr10:55,562,531-57,387,702 DFNB23 (Ahmed et al., 2003)
CDH23 chr10:73,156,691-73,575,704 DFNB12 (Bork et al., 2001)
C100rf105  chrl0:73,471,458-73,497,581 DFNB12 (Bork et al., 2001)
PDZD7 chr10:102,767,440-102,790,914 DFNB57 (Vona et al., 2016)
EPS8L2 chr11:694,438-727,727 DFNB106 (Dahmani et al., 2015)
USHIC chr11:17,515,442-17,565,963 DFNB18A (Avan et al., 2019)
0TO0G chr11:17,568,920-17,668,697 DFNB18B (Schraders et al., 2012)
CABP2 chr11:67,286,383-67,290,899 DFNB93 (Schrauwen etal., 2012)
LRTOMT chr11:71,791,377-71,821,828 DFNB63 (Ahmed et al., 2008)
ANAPCI5  chrl1:71,817,424-71,823,826 DFNB63 (Ahmed et al., 2008)
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MYO7A chr11:76,839,310-76,926,286 DFNA11A (Tamagawa et al., 1996)

NARS2 chr11:78,147,007-78,285,919 DFNB94 (Simon et al., 2015)
RDX chr11:110,045,605-110,167,447 DFNB24 (Khan et al., 2007)
MPZL2 chr11:118,124,118-118,135,251 DFNB111 (Wesdorp et al., 2018b)
TECTA chr11:120,971,882-121,062,202 DFNA8 (Plantinga et al., 2006)
EPS8 chr12:15,773,075-16,035,263 DFNB102 (Behlouli et al., 2014)
MSRB3 chr12:65,672,423-65,882,024 DFNB74 (Ahmed et al,, 2011; Schultz et
al., 2009)
OTOGL chr12:80,603,233-80,772,870 DFNB84B (Yariz et al., 2012)
PTPRQ chr12:80,799,774-81,073,968 DFNB84 (Schraders et al., 2010b)
KITLG chr12:88,886,570-88,974,628 DFNA69 (Zazo Seco et al., 2015)
SLC17A8 chr12:100,750,857-100,815,837 DFNA25 (Greene et al., 2001)
DIABLO chr12:122,692,209-122,712,081 DFNA64 (Cheng et al., 2011)
P2RX2 chr12:133,195,366-133,198,972 DFNA41 (Faletra et al., 2014)

d chr13:20,761,602-20,767,114 DFNA3A (Tamagawa et al., 1996)
GJB6 chr13:20,796,101-20,806,534 DFNA3B (Grifa et al., 1999)
COCH chr14:31,343,720-31,364,271 DFNA9 (JanssensdeVarebeke et al., 2018)
SiX1 chr14:61,110,133-61,124,977 DFNA23 (Ruf et al., 2004)

ESRRB chr14:76,776,957-76,968,180 DFNB35 (Collin et al., 2008b)
STRC chr15:43,891,596-44,010,458 DFNB16 (Verpy et al., 2001)
DMXL2 chr15:51,739,908-51,915,030 DFNA71 (Chen et al., 2017)
CiB2 chr15:78,396,948-78,423,886 DFNB48 (Riazuddin et al., 2012)
HOMER2 chr15:83,509,838-83,654,661 DFNA68 (Azaiez et al., 2015)
TBC1D24 chr16:2,525,147-2,555,735 DFNB86 (Rehman et al., 2014)
CLDN9 chr16:3,062,457-3,064,506 DFNB (Sineni et al., 2019)
CRYM chr16:21,250,195-21,314,404 DFNA40 (Abe et al., 2003)
OTOA chr16:21,689,835-21,772,050 DFNB22 (Zwaenepoel et al., 2002)
KARS chr16:75,661,622-75,682,541 DFNB89 (Santos-Cortez et al., 2013)
SPNS2 chrl7:4,402,129-4,443,228 DFNB115 (Ingham et al., 2019)
MYO15A chr17:18,012,020-18,083,116 DFNB3 (Wang et al., 1998)
GRAP chr17:18,923,986-18,950,950 DFNB114 (Lietal., 2019)
TME2M32 chr17:32,907,768-32,966,337 DFNB99 (Lietal., 2015)
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wBP2 chr17:73,841,780-73,852,588 DFNB107 (Buniello et al., 2016)

ACTG1 chr17:79,476,997-79,490,873 DFNA20 (van Wijk et al., 2003)
LOXHD1 chr18:44,056,935-44,236,996 DFNB77 (Edvardson et al., 2011)
GIPC3 chr19:3,585,551-3,593,539 DFNB15 (Rehman et al., 2011)

S1PR2 chr19:10,332,109-10,341,948 DFNB68 (Santos-Cortez et al., 2016)
SYNE4 chr19:36,494,002-36,499,695 DFNB76 (Horn et al., 2013)
CEACAM1
6 chr19:45,202,421-45,213,986 DFNA4B (Wang et al., 2015)
MYH14 chr19:50,691,443-50,813,802 DFNA4A (Donaudy et al., 2004)
OSBPL2 chr20:60,813,580-60,871,269 DNFA67 (Thoenes et al., 2015)
CLDN14 chr21:37,832,919-37,948,867 DFNB29 (Wilcox et al., 2001)
TMPRSS3 chr21:43,791,996-43,816,955 DFNBS8 (Wattenhofer et al., 2002)
TSPEAR chr21:45,917,775-46,131,495 DFNB98 (Delmaghani et al., 2012)
MYH9 chr22:36,677,323-36,784,063 DFNA17 (Lalwani et al., 2000)
TRIOBP chr22:38,092,995-38,172,563 DFNB28 (Shahin et al., 2006)
SMPX chrX:21,724,090-21,776,281 DFNX4 (Schraders et al., 2011)
POU3F4 chrX:82,763,269-82,764,775 DFNX2 (de Kok et al., 1995)
PRPS1 chrX:106,871,654-106,894,256 DFNX1 (Liu et al., 2010)
COL4A6 chrX:107,386,780-107,682,727 DFNX6 (Rost et al., 2014)
AIFM1 chrX:129,263,337-129,299,861 DFNX5 (Zong et al., 2015)

Tabla 6. Genes relacionados con la hipoacusia no sindromica.

Una de las principales evidencias que apoyan la contribucion genética en la EM es la existencia de familias
con mas de 1 caso. Esto es conocido como agregacion familiar. Paparella, en un estudio transversal con 500
pacientes con EM, encontraron que en el 20% de los casos tenian antecedentes familiares (Paparella, 1984).
Ademas, en una cohorte de pacientes espafioles e italianos con EM, Requena et al. encontraron antecedentes
familiares en el 34% de los casos (Requena et al., 2014). La mayoria de las familias siguen un patrén de
herencia AD con penetrancia incompleta, existiendo fenédmenos de anticipacién y fenotipos mas severos a
medida que la edad de inicio es menor (Morrison et al., 2009). Escalera-Balsera et al. (2020) realizaron una
revision sistematica sobre los estudios de secuenciacién en la EM familiar, describiendo 20 SNV en 11 genes
diferentes con herencia autosdmica dominante o recesiva (Escalera-Balsera et al., 2020).

Las primeras aproximaciones para el estudio de las familias con EM consideraron la enfermedad como un
sindrome monogénico. Gracias al uso de la secuenciacién del exoma completo (WES), Requena et al.
encontraron los primeros genes relacionados con la EM en una sola familia del sur de Espafia. Estos genes,
DTNA y FAM136A, codifican para alfa-distrobrevina y una proteina mitocondrial con funciéon desconocida
respectivamente; y ambos expresaban en el epitelio neurosensorial de la cresta ampullaris de la rata
(Requena et al., 2015). Sin embargo, no se han descrito variantes en estos genes en otras familias con EM.
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Posteriormente, Martin-Sierra et al. describid una variante en el gen PRKCB en una segunda familia con EM.
Este gen muestra una alta expresidon en células de la membrana tectoria y en células ciliadas internas,
revelando una expresion tonotdpica desde la base hasta el apice de la coclea (Martin-Sierra et al., 2016).
Ademas, también se encontraron variantes sin sentido en SEMA3D y DPT en dos familias espafiolas (C.
Martin-Sierra et al., 2017).

Mas recientemente, se han encontrado variantes raras para EM en los genes HMX2 y TMEMA55B en una
familia finlandesa (Skarp et al., 2019), asi como en el gen MYO7A en 9 familias espafiolas no relacionadas.
Este ultimo estudio, ademas, describe co-segregacién de variantes en MYO7A y en otros genes que codifican
para proteinas de las uniones entre los estereocilios, lo que sugieren un modelo de herencia digénica (Roman-
Naranjo et al., 2021).

En resumen, estos estudios ponen de manifiesto la heterogeneidad genética en la EM familiar, incluso dentro
de una misma poblacion. Los genes relacionados con la EM familiar se muestran en la Tabla 7.

Gen Variantes Funcion Poblacion
DTNA chr18:32462094G>T Formacion y estabilidad de Espafiola
sinapsis
FAM136A chr2:70527974C>T Desconocida Espafiola
Quimiotaxis de neutrofilos,
PRKCB chr16:23999898G>T crecimiento y proliferacién de Espafiola
células melanociticas
DPT chr7:84642128C>T Matriz proteica extracelular Espafiola
SEMA3D chr1:168665849C>T Implicada en guia axonal Espafiola
chr11:17574758G>A
chr11:17578774G>A
chr11:17594747C>A
chr11:17621218C>T
hr11:17627548G>A
OTOG enr Proteina extracelular otogelina Espafiola
chr11:17631453C>T
chr11:17632921C>T
chr11:17656672G>A
chr11:17663747G>A
chr11:17667139G>C
COCH chr14:31349796G>A Proteina extracelular coclina Koreana
Estereocilios en el 6rgano de .
STRC chr15:43896948G>A Corti Suiza-Noruega
Especializacion de células
HMX2 chr10:124909634T>A neuronales Finlandesa
en el oido interno
Células de soporte en epitelio .
TMEMS55B chr14:20927370G>A . Finlandesa
neurosensorial.
LSAMP chr3:115561402T>C Implicada en guia axonal Irani
chr11:76841683G>A Miosina Vlla. Organizacion de
MYO7A chr11:76890920G>A estereocilios en células ciliadas Europea

chr11:76891450C>T

auditivas y vestibulares
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chr11:76910646G>A
chr11:76922875G>A
chr11:76925719G>A
chr11:76925733G>A

Tabla 7. Genes descritos en la EM familiar

Para el estudio de la genética subyacente en los casos esporadicos de EM, se ha utilizado un enfoque mas
complejo. La EM esporadica representa la mayoria de los casos de EM (92%). Utilizando la herencia poligénica
como modelo, Gallego et al. (2019) describieron un exceso de variantes raras en genes relacionados con
hipoacusia en una gran cohorte espafiola de EM esporadica cuando se compararon con poblaciones de
referencia tanto espafiolas como europeas no finlandesas. Entre estos genes, destacan los relacionados con
la regulacion de la concentracion idnica en la endolinfa, como SLC26A4 o CLDN14, genes asociados a
conexiones dentro de las uniones GAP que causan sordera recesiva como GJB2, e incluso genes relacionados
con hipoacusia sindromica en el sindrome de Usher tipo IG, como USH1G (Gallego-Martinez etal., 2019)
(Tabla 8).

Locus Gen Referencia
DFNB1A GJB2 (Kelsell et al., 1997)
DFNB1B GJB6 (del Castillo et al., 2002)

DFNB2 MYO7A (Weil et al., 1997)
DFNB3 MYO15A (Wang et al., 1998)
DFNB4 SLC26A4 (Li etal., 1998)
DFNB6 TMIE (Naz et al., 2002)
DFNB7/11 T™MC1 (Hilgert et al., 2008)
DFNB8/10 TMPRSS3 (Wattenhofer et al., 2002)
DFNB9 OTOF (Yasunaga et al., 2000)
DFNB12 CDH23 (Bork et al., 2001)
DFNB15/72/95 GIPC3 (Rehman et al., 2011)
DFNB16 STRC (Verpy et al., 2001)
DFNB18 USH1C (Avan et al., 2019)
DFNB18B OTOG (Schraders et al., 2012)
hen TECTA (Mustapha et al., 1999)
DFNB22 OTOA (Zwaenepoel et al., 2002)
DFNB23 PCDH15 (Ahmed et al., 2003b)
DFNB24 RDX (Khan et al., 2007)
DFNB25 GRXCR1 (Schraders et al., 2010a)
DFNB26 GAB1 (Yousaf et al., 2018)
DFNB28 TRIOBP (Shahin et al., 2006)
DFNB29 CLDN14 (Wilcox et al., 2001)
DFNB30 MYO3A (Walsh et al., 2002)
DFNB31 WHRN (Mburu et al., 2003)
Delmaghani et al., 2016; Imtiaz et
DFNB32/105 CDC14A ( & al,, 2014)
DFNB35 ESRRB (Collin et al., 2008b)
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Locus Gen Referencia
DFNB36 ESPN (Naz et al., 2004)
DFNB37 MYO6 (Ahmed et al., 2003a)
DFNB39 HGF (Schultz et al., 2009)
DFNB42 ILDR1 (Borck et al., 2011)
DFNB44 ADCY1 (Rehman et al., 2014)
DFNB48 CIB2 (Riazuddin et al., 2012)
DFNB49 MARVELD2 (Kamitani et al., 2015)
DFNB49 BDP1 (Girotto et al., 2013)
DFNB53 COL11A2 (Chen et al., 2005)
DFNB57 PDZD7 (Vona et al., 2016)
DFNB59 PJVK (Delmaghani et al., 2006)
DFNB60 SLC22A4 (Ben Said et al., 2016)
DFNB61 SLC26A5 (Liu et al., 2003)
DFNB63 LRTOMT/COMT2 (Ahmed et al., 2008; Du et al., 2008)
DFNB66 DcDc2 (Grati et al., 2015)

DFNB66/67 LHFPL5 (Kalay et al., 2006)
DFNB68 S1PR2 (Santos-Cortez et al., 2016)
DFNB70 PNPT1 (von Ameln et al., 2012)
DFNB73 BSND (Riazuddin et al., 2009)
DENB74 MSRB3 (Ahmed et al., 2011; Schultz et al.,

2009)

DFNB76 SYNE4 (Horn etal., 2013)
DFNB77 LOXHD1 (Edvardson et al., 2011)
DFNB79 TPRN (Li et al., 2010; Rehman et al., 2011)
DFNB82 GPSM2 (Walsh et al., 2010b)
DFNB84 PTPRQ (Schraders et al., 2010b)
DFNB84 OTOGL (Yariz etal., 2012)
DFNB86 TBC1D24 (Rehman et al., 2014)
DFNBS8 ELMOD3 (Jaworek et al., 2013)
DFNB89 KARS (Santos-Cortez et al., 2013)
DFNB91 SERPINB6 (Sirmaci et al., 2010)
DFNB93 CABP2 (Schrauwen et al., 2012)
DFNB94 NARS2 (Simon et al., 2015)
DFNB97 MET (Muijtaba et al., 2015)
DFNB98 TSPEAR (Delmaghani et al., 2012)
DFNB99 TMEM132E (Li et al., 2015)
DFNB100 PPIP5K2 (Yousaf et al., 2018)
DFNB101 GRXCR2 (Imtiaz et al., 2014)
DFNB102 EPS8 (Behlouli et al., 2014)
DFNB103 CLIC5 (Gagnon et al., 2006)
DFNB104 FAMG65B/RIPOR2 (Diaz-Horta et al., 2014)

Delmaghani et al., 2016; Imtiaz et
DFNB105 DFNB32 ( & al,, 2014)
DFNB106 EPS8L2 (Dahmani et al., 2015)



Locus Gen Referencia

DFNB108 ROR1 (Diaz-Horta et al., 2016)
WBP2 (Buniello et al., 2016)
ESRP1 (Rohacek et al., 2017)
MPZL2 (Wesdorp et al., 2018)

CEACAM16 (Wang et al., 2015)

GRAP (Li et al., 2019)
SPNS2 (Ingham et al., 2019)
CLDN9 (Sineni et al., 2019)
CLRN2 (Vona et al., 2021)
GAS2 (Chen et al., 2021)CHE

Tabla 8. Genes humanos relacionados con hipoacusia no sindrémica con herencia autosémica recesiva.

Estos resultados destacan la importancia de los genes relacionados con la hipoacusia en la EM. En un estudio
posterior, centrado en la via de sefializacion de guia axonal, también se encontrd una carga de variantes raras
en genes como NTN4 y NOX3 en una cohorte de casos esporadicos de EM en Espafia (Gallego-Martinez et al.,
2019). Los genes relacionados con la EM esporadica se muestran en la Tabla 9.

Gen Odds ratio P corregido
. . .. Poblacion
Poblacion Poblacién europea no Poblacién
o . o europea no
espaiiola finlandesa espaiiola .
finlandesa
GJB2 2.06 (1.33-3.19) 3.2(2.12-4.83) 6.85x10-03 1.65 x10-06
SEMA3D* 2.67 (1.94-3.68) 0.8 (0.53-1.21) 4.06x10-09 0.5
CLDN14 4.64 (2.65-8.11) 23.18 (13.81-38.9) 1.49x10-07 <1.00x10-15
SLC26A4 2.33(1.51-3.59) 2.88(1.89-4.38) 7.37x10-04 4.88x10-06
NFKB1* 2.73 (2.03-3.66) 1.43 (1.03-1.98) 6.62x10-11 0.1
ESRRB 1.84 (1.33-2.54) 3.39(2.52-4.55) 6.12x10-04 <1.00x10-15
USH1G 4.67 (2.68-8.17) 20.27 (12.06-34.06) 3.05x10-07 <1.00x10-15
NTN4* 7.22 (3.07-18.30) 3.05 (2.40-4.49) 4.58x10-02 0.4
NOX3* 6.96 (3.87-12.91) 1.59 (0.98-2.43) 2.33x10-03 0.5

Tabla 9. Genes humanos relacionados con la EM esporddica. *indica que este gen solo mostro un
enriquecimiento de variantes raras en la poblacion espafiola.
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L3 V4 [ ]
Hipotesis
La EM posee un componente hereditario que provoca que la enfermedad aparezca de forma temprana o
tardia en diferentes individuos y en sus familias.

Nuestra hipodtesis de trabajo es que los casos esporadicos de EM con inicio precoz (< 35 afios) presentarian
variantes raras con un gran efecto, que podria ser explicado mediante modelos de herencia recesiva

(variante autosdmica recesiva) o mutaciones de novo.
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Objetivos

El objetivo general de la tesis es la identificacidn de pacientes con EM de herencia recesiva en individuos con
edad de inicio precoz, asi como la identificacién de nuevos genes que expliquen la heterogeneidad genética
de la EM.

Para ello, en primer lugar, se propone un estudio clinico de pacientes con EM de inicio precoz, incluyendo
el analisis de las citoquinas proinflamatorias. Posteriormente, se realizard la secuenciacién de genoma
completo de casos de EM esporadica con inicio precoz y de sus progenitores asintomaticos (trios), para asi
poder llevar a cabo el analisis integrado de los datos generados, y demostrar con ellos la acumulacién de
variantes raras en genes (homocigotas o heterocigotas compuestas) y redes de regulacidon génica que
expliquen el fenotipo de la enfermedad.

Objetivos especificos

1. Identificacidony caracterizacion clinica de individuos con EM de inicio precoz no familiar.
Secuenciacion de genoma completo en trios/cuartetos con casos indice de EM esporadica.

3. Anadlisis integrado de datos gendmicos para identificar variantes raras homocigotas o heterocigotas
compuestas.
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4. Métodos

4.1. Caracterizacion clinica de pacientes con EM.

Un total de 83 pacientes con EM fueron reclutados para realizar un estudio transversal. Cuarenta y cuatro
pacientes fueron clasificados como EM de inicio precoz (EMIP) (edad de inicio <35 afos), 39 pacientes fueron
clasificados como EM de inicio tardio (EMIT) (edad de inicio >50 afios). Ademas, se reclutaron 64 pacientes
con migrafia y 55 controles para comparar los perfiles clinicos y de citoquinas entre los diferentesgrupos.
Todos los pacientes con EM fueron diagnosticados de acuerdo a los criterios diagndsticos establecidos por el
Comité Internacional de la Bdrdny Society para el Comité de Clasificacidon de los Trastornos Vestibulares
(Lopez-Escamez et al., 2015). Los pacientes con migrafia igualmente fueron diagnosticados y seleccionados
de acuerdo a los criterios diagndsticos para la migrafia de la International Headache Society (IHS. 2018). Los
pacientes diagnosticados de migrafia vestibular (Lempert et al., 2012) fueron excluidos del estudio. Todos los
pacientes fueron informados previamente a la evaluacién clinica.

Los protocolos experimentales de este estudio fueron aprobados por la Junta de Revisidn Institucional en
todos los hospitales participantes y cada individuo firmd un consentimiento informado por escrito antes de
donar muestras de sangre (PE-0356-2018). El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los principios de la
Declaracién de Helsinki revisada en 2013 para la investigacion con humanos. En todos los casos de EM se
realizd una valoraciéon audioldgica y vestibular completa, incluyendo las siguientes variables: sexo, edad, edad
de inicio, duracién de la enfermedad, tipo de EM (uni / bilateral), principales comorbilidades asociadas
(migrafia y trastornos autoinmunes), puntuacion en el THI (Tinnitus Handicap Inventory) y niveles de citocinas
en sangre venosa periférica. Se recogieron audiometrias tonales liminares de las historias clinicas para
evaluar la hipoacusia desde el diagndstico inicial. Las caracteristicas clinicas de los pacientes con migrafia
incluidos en el estudio se muestran en la Tabla Al.

4.2 Aislamiento e incubacion de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) y determinacion de citoquinas.

Las muestras sede sangre se procesaron con la mayor brevedad posible desde su extraccion. En primer lugar,
la sangre completa se sometid a una centrifugacién de 10 minutos a 2500rpm y se extrajo de la fase superior
1ml de plasma, que se almacena a -202C para la cuantificacion de citoquinas. Tras esto, el resto de la sangre
periférica se diluyd 1:1 con 1x TFS (Tampdn fosfato salino) y la mezcla se dispuso cuidadosamente sobre el
volumen correspondiente de Ficoll, siendo la proporcién sangre total + TFS:Ficoll de 20:12 (Lymphosep,
Lymphocyte Separation Media; Biowest, Nuaillé, Francia)). Las muestras se centrifugaron durante 20 min a
2.000 rpm para separar por fases el contenido de sangre. Se recogieron CMSP y se lavaron dos veces con 1x
TFS. Finalmente, se cultivaron en RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 suplementado con suero
bovino fetal al 10% (v / v) (Biowest, Nuaillé, Francia) y se sembraron a 8 x 10° células/mL en placas de 6
pocillos. Las CMSP se incubaron durante 16 h a 37°C en CO; al 7%. Después de la incubacidn, las células se
recogieron, se centrifugaron y los sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a

-80 °C hasta que se adquirieran suficientes muestras.
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Las muestras de plasma y del sobrenadante, se descongelaron inmediatamente antes de la cuantificacién, y
ninguna de ellas se sometié a mas de dos ciclos de congelacién-descongelacion antes del andlisis. Se midieron
una citocina (IL-1B) y 5 quimiocinas (CCL3, CCL4, CXCL1, CCL22 y CCL18) usando kits basados en perlas
magnéticas para multiplex disponibles comercialmente (EMD Millipore, Billerica, MA, EE. UU.). Las
mediciones se realizaron de acuerdo con los protocolos especificos del kit proporcionados por Millipore,
utilizando la plataforma Luminex 200 (Luminex Corp., Austin, TX, EE. UU.) Posteriormente, se leyeron con el
software Luminex x PONENT 3.1 (Luminex Corp.). Se realizaron dos controles de calidad para cada citocina
por duplicado.

4.3 Estadistica y analisis de datos clinicos.

Se realizoé un analisis descriptivo utilizando GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.)
para los datos clinicos y de citocinas. Las variables cuantitativas se muestran como media y desviacion
estandar (DE).

Las variables cualitativas se compararon mediante la prueba de Chi cuadrado y la prueba exacta de Fisher
mientras que las variables cuantitativas se compararon mediante la prueba de U Mann-Whitney para datos
no apareados y el coeficiente de correlaciéon de Pearson. Se utilizd el analisis de varianza (ANOVA) para
comparar los 3 grupos del estudio (EM, pacientes con migrafia y controles). El nivel de significacion
considerado fue p <0.05.

Para eliminar valores extremos en la cuantificacién de citocinas, consideramos como valores atipicos
utilizamos la férmula: Q1 - 1.5xIQR (IQR = Q3 —Q1), donde Q1 es la mediana de la mitad inferior del conjunto
de datos, Q3 es la mediana de la mitad superior del conjunto de datos e IQR es el rangointercuartilico, la
diferencia de Q3 a Q1 (1.5xIQR> Q3 y 1.5xIQR <Q1). Por lo tanto, deDe un total de citocinas medidas de 61
pacientes con EM, 64 pacientes con migrafia y 55 controles, solo se utilizaron 56,59 y 42 medidas
respectivamente.

4.4 Analisis gendmico de pacientes con EMIP.

4.4.1 Diagnostico y seleccion de los casos

Se selecciond un total de 18 individuos espafioles, clasificAndose en 6 trios (probando con EM y sus padres),
y teniendo como caso indice un paciente con EM esporadica de inicio precoz (edad de inicio < 35 afios) y
dos progenitores sanos y asintomadticos para vértigo, hipoacusia, acufenos o cualquier otro sintoma
relacionado con la EM.

Los pacientes con EM definida fueron previamente diagnosticados de EM segun los criterios establecidos por
el Comité de Clasificacion de la Sociedad Barany (Lopez-Escamez et al., 2015). Se realizé ademas una
exploraciéon audio-vestibular completa en todos los casos y se evaluaron audiometrias desde el inicio de la
enfermedad y RMN (resonancia magnética nuclear) de oido en todos los casos indice para excluir otras causas
de sintomas neuroldgicos.
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4.4.2 Extraccion y secuenciacion de ADN

El ADN fue extraido a partir de las CMSP almacenadas a -802C tras el procesamiento de los 12ml de sangre
periférica, tras como se explicoé anteriormente. Para ello se utilizé un kit comercial (QIAmp DNA blood Mini
Kit, 51106, QIAGEN). Tras la extraccidn, estas muestras de ADN se conservaron a -202C. Posteriormente, se
prepararon librerias de secuenciaciéon de genoma completo, o WGS (Whole Genome Sequencing) de cada uno
de los casos y de sus dos progenitores, mediante el kit TruSeq DNA PCR-Free (lllumina). Se secuencié
mediante la plataforma NovaSeq 6000 (lllumina) con una cobertura de 30x y un tamafio minimo de lectura
de 350 pb.

4.4.3 Analisis bioinformatico

4.4.3.1 Variant calling

El protocolo de obtencidn de variantes aparece resumido en la figura 6. Se realizé en primer lugar el variant
calling, o llamada de variantes. Para llevar a cabo este proceso, se utilizo la suite de herramientas de GATK
(Genome Analysis Toolkit), comprendiendo un flujo de trabajo que sigue las recomendaciones estandar para
la obtencién de variantes y su posterior filtrado por calidad. Estas herramientas realizan también un
realineamiento de los datos con el genoma de referencia humano (GRCh37/hg19 y GRCh38/Hg38) y generan
un archivo VCF (Variant Call Format) con las variantes identificadas de cada sujeto.

Diagnostico y
obtencion de datos

Recogida de muestras
sanguineas
[ Extraccion de ADN ]

Secuenciacion del
genoma completo

[ Andlisis bioinformatico ]

Figura 6. Protocolo de obtencidn de variantes en la secuencia del ADN humano.

Asi, se genera una lista de variantes de un solo nucledtido (SNV), inserciones y deleciones (INDELs). Las
variantes en el nimero de copia (CNV) fueron obtenidas mediante el uso de una herramienta especifica
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para ese tipo de datos, ControlFreec. Esta herramienta nos permite obtener estimar CNV de ganancia o
pérdida en el nimero de copias en regiones concretas del genoma. En nuestro caso, cada 10.000 pares de
bases. Ademds, nos permite anotar genes relacionados con el locus donde se han detectado estas variantes.

Para obtener mas informacion, anotamos los archivos combinados usando la herramienta WANNOVAR:
https://wannovar.wglab.org/index.php y dbNSFP: https://sites.google.com/site/jpopgen/Home. Este paso
nos aportara, entro otros datos de interés, informacién acerca de la frecuencia de cada variante en diferentes
poblaciones control, ademds de una prediccidén de su patogenicidad. Asi, se obtuvieron las frecuencias del
alelo menor (MAF, minor allele frequency) para cada variante candidata, usando bases de referencia de
frecuencia poblacional como gnomAD: https://gnomad.broadinstitute.org/, ExAc:
http://exac.broadinstitute.org/ (total de individuos y europeos no finlandeses) y CVSV:
http://csvs.babelomics.org/, estando esta ultima basada en la poblacién espafiola de referencia.

Dado que la prevalencia estimada de EM esporadica es de 0,75 / 1000 individuos, se seleccionaron las
variantes con MAF <0.001 para el analisis de una Unica variante rara y se priorizaron segun la puntuacion
phred >15 de Combined Annotation Dependent Depletion (CADD). También se confirmd la expresion de los
genes en los que se encontraban las variantes de interés segln su expresion en el oido mediante el uso del
portal gEAR (gene Expression Analysis Resource: https://umgear.org/). Finalmente, los archivos de variantes

son anotados en bases de datos de caracterizacion clinica como ClinVar:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ .

4.4.3.2. Generacion de callsets

Los archivos VCF generados de cada trio unen en un Unico archivo, mediante la funcidon “merge” de BCFtools,
generando una base de datos para los individuos secuenciados, que relnen las variantes de los casos de EM
esporadicos con inicio precoz y sus padres (trios completos, una base de variantes por trio). Estos andlisis
cubren diversas hipoétesis acerca de la aparicidon de EM precoz en los casos esporadicos. Para su seleccidn, se
ha realizado un filtro de la ploidia de las diferentes variantes a través de su genotipo observado para cada
individuo en su respectivo trio, valorando diferentes opciones de herencia (Figura 7):

1) Aparicion de variantes de novo: mediante filtrado segln la presencia/ausencia de variantes,
seleccionando aquellas variantes que aparecen exclusivamente en el probando de cada trio, pero
ausentes en sus padres.

2) Herencia heterocigota compuesta. Se han seleccionado aquellas variantes heterocigotas en un mismo
gen que segreguen de forma diferencial entre los parentales y que se acumulen en el probando.

3) Herencia homocigota. Se han seleccionado aquellas variantes homocigotas en el probando, asi como la
carga de variantes homocigotas en un mismo gen respecto a sus parentales.

Genotipos usados en el filtrado:

- Denovo 0/1-0/0-0/0
- Homocigoto recesivo 1/1-0/1-0/1
- Heterocigota compuesta 0f1-0/1-0/0 & Of1-0/0-0/1

Figura 7. Esquema explicativo de los genotipos utilizados en el filtrado de variantes raras.
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4.4.3.3 Filtrado de variantes

Se aplicé un proceso de filtrado y priorizacidon de variantes de varios pasos para seleccionar las variantes
candidatas. Este filtrado de variantes para la seccidn de variantes candidatas se resume en la figura 8.

Analisis de

variantes

¥
1* Control de calidad:

MAF Exarc, €3V, gnomAD < 0.001
CADD »15
- Exclusion de red flag genes’

12 Analisis de SNV 32 Analisis de CNV
- Homodgotas . Gain
- Heterocigotas compuestas - Loss

- Variantes de novao

[ 22 Andlisis de INDELS J

h

22 Control de calidad:
- Ewvaluacién ACMG score
- Evaluacion pLl score

Variables finalmente
aceptadas

Figura 8. Algoritmo para el andlisis y filtrado de variantes raras en el andlisis de trios.

1. Frecuencia alélica

Se realizé un primer paso de filtrado basado en la frecuencia alélica menor de las variantes (MAF: minor allelic
frequencies). Se consideraron los valores MAF de tres bases de datos publicas: EXAC, gnomAD y CSVS.Se aplicé
como punto de corte de MAF, una frecuencia de 103, segun la prevalencia de EM vy los diferentes analisis,
incluyendo el MAF de la poblacién europea no finlandesa (Non Finnish European) y la global (gnomAD_All).

2. Collaborative Spanish Variant Server (CSVS)

Dado que todos los pacientes incluidos en este estudio eran principalmente de ascendencia espafiola, las
frecuencias alélicas de las variantes se anotaron con el Servidor Colaborativo de Variantes en espanol

43



(CSVS) (Pefia-Chilet et al., 2021). Esta base de datos contiene informacion alélica de un total de 2046 muestras
de origen espafiol y estd disponible con acceso abierto en su portal web (http://csvs.babelomics.org/;
consultado: 19/01/2020).

3. Patogenicidad

La patogenicidad se priorizd en funcion de la puntuacion CADD para cada variante obtenida de la anotacion
con WANNOVAR (Kircher et al., 2014). CADD es una base de datos de puntuacidn precalculada que se basa
en algoritmos de clasificacion. El objetivo principal de la misma es predecir los efectos nocivos,
funcionalmente significativos y patdgenos de las variantes. Para cada variante, CADD genera la puntuacion
de anotacion combinada (puntuacion c) habiéndola referenciado con el resto de las puntuaciones c
precalculadas de 8.600 millones de posibles SNP humanos. Se considera que las variantes potencialmente
patdgenas tienen una puntuacién mayor o igual a 15.

Asimismo, se calculd la patogenicidad de las variantes a través de los criterios del ACMG/AMP (American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology) para SNV e INDELs.
Para CNV, se utilizé una adaptacién de las normas ACMG en ClinGen (https://clinicalgenome.org/) para
calcular la patogenicidad atendiendo al nimero de copias. Estas anotaciones se utilizaron para priorizar y
clasificar cada variante en patogénica, probablemente patogénica, de significado incierto, probablemente
benigna y benigna.

Ademas, se utilizé la puntuacién pLl (probability of being loss-of-function intolerant) como elemento de
priorizacion de genes candidatos. Esta puntuacion refleja la tolerancia de un gen a la perdida de funcidn sobre
la base del nimero de variantes de truncamiento, ponderado por el tamafio del gen y la cobertura de
secuenciacién. Su intervalo de valores es de 0 a 1, siendo 0 una baja probabilidad de ser intolerante a la
perdida de funcién es bajay 1 una alta probabilidad de ser intolerante a la perdida de funcién.

4.4.4. Validacion de variantes mediante secuenciacidon Sanger.

Dada la posibilidad de que resultados falsos positivos escapasen a los diferentes filtros de calidad propuestos
en la fase de anadlisis bioinformatico, las variantes candidatas se validaron por medio de secuenciacién Sanger
(3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) y se visualizaron con Sequence Scanner Software 2.0 (Applied
Biosystems). Sélo se realizd la validacidon Sanger en SNV. Las variantes largas como CNV no han sido validadas.
Los ciclos para la amplificacion de amplicones se realizaron de acuerdo con los estandares del laboratorio.

Los cebadores fueron disefiados en las regiones que flanquean las variantes mediante Primer3 v4.1
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/), se verificé si eran especificos para la region de interés con la herramienta

Primer-Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), y se comprobd la ausencia en la formacion

heterodimeros mediante Oligoanalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer/).

4.4.5 Analisis funcional

El andlisis de agregacion de variantes raras (MAF < 0,05) en genes y redes de regulacion génica se ha llevado
a cabo con las herramientas de enriquecimiento funcional en vias metabdlicas o de interés bioldgico para el
total de variantes observadas en los pacientes de EM.
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Se ha contrastado la expresidn en oido de genes candidatos (gEAR: https://umgear.org/), ademas, se ha
observado también si estos se expresan de forma significativa en diferentes tejidos de interés, mediante
bases de datos que resumen estudios en otros tejidos como GTEx (https://gtexportal.org/home/) o Human
Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/). También se han priorizado genes con alta expresion
diferencial en células de interés de la céclea se han priorizado por encima de genes con expresién similar
en tejidos del oido y otros tejidos generales.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacion clinica de los pacientes con EM de inicio
precoz.

Veintitrés pacientes fueron diagnosticados con como Enfermedad de Méniere Unilateral (EMU: afectacién
de un Unico oido) (54.5%) y 21 fueron considerados como Enfermedad de Méniére Bilateral (EMB: afectacion
de ambos oidos) (45.5%). Veintiséis (59%) eran mujeres y 18 (41%) eran hombres.

En la Tabla 10 se muestran los pacientes con EM de inicio precoz y en la Tabla 11 se muestran todos los
individuos con EM de inicio tardio. Veintiséis (67%) habian sido diagnosticados como EMU y 13 como EMB
(33.3%). Veintiun pacientes (54%) eran mujeres y 18 (46%) hombres.

No hubo diferencia en la frecuencia de EM familiar entre pacientes con EM de inicio precoz (11 pacientes,
25%) y EM de inicio tardio (11 pacientes, 28%). Dieciocho afos fue la duracién media de la enfermedad en
los pacientes con EM de inicio precoz, mientras que en los pacientes con inicio tardio la media fue de 9.8
afios. En nuestra serie, se observaron niveles elevados de IL-1B (> 4.78 pg/ml) en 5 de 44 (11.3%) pacientes
con EM de inicio precoz y en 4 de 39 (10.3%) pacientes con inicio tardio.

Duracion de

Paciente Género .Um/ Et.ia.d.de enfermedad EM familiar Migraiia SR WhTles
Bilateral inicio - EM IL-1B
(afios)
1 mujer Bilateral 34 8 Si Si 3 3.68
2 mujer Bilateral 33 8 Si Si 3 1.24
3 mujer  Unilateral 28 12 No Si 4 0.82
4 hombre Unilateral 29 9 No No 1 1.57
5 mujer Bilateral 33 24 No Si 4 3.20
6 mujer Bilateral 18 34 Si No 3 4.74
7 mujer  Unilateral 28 27 No X 4 1.41
8 mujer  Unilateral 20 1 Si Si 3 18.64
9 mujer  Unilateral 28 8 No No 2 3.69
10 mujer  Unilateral 29 20 Si Si 3 2.79
11 hombre  Bilateral 27 16 No No 2 2.64
12 mujer Bilateral 33 8 No Si 4 2.10
13 mujer Bilateral 24 15 No Si 4 28.45
14 mujer Bilateral 33 17 No No 5 1.66
15 mujer Bilateral 23 18 No Si 4 1.59
16 hombre  Bilateral 31 15 No Si 1 1.25
17 hombre Unilateral 34 8 No No 1 0.49
18 mujer  Unilateral 27 17 No No 1 2.11
19 hombre  Bilateral 35 16 No No 1 0.92
20 mujer Bilateral 34 20 No No 1 3.68
21 mujer  Unilateral 35 20 Si No 3 0.01
22 hombre  Bilateral 29 15 No No 2 0.18
23 hombre Unilateral 29 11 No No 1 0
24 hombre Unilateral 24 1 No No 1 1.84
25 hombre Unilateral 30 27 No Si 1 46.41
26 hombre Bilateral 27 22 No No 1 0
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27 hombre Unilateral 32 3 No No 1 2.77
28 hombre  Bilateral 22 23 Si Si 1 0.44
29 mujer Bilateral 31 5 No Si 1 1.14
30 hombre  Bilateral 22 22 No No 1 1.57
31 hombre Bilateral 25 25 No No 1 0.31
32 hombre Bilateral 34 34 No No 1 1.14
33 hombre Bilateral 28 18 No No 1 18.18
34 mujer  Unilateral 28 25 No No 5 2.19
35 mujer  Unilateral 23 50 No No 1 3.14
36 mujer  Unilateral 29 30 No No 5 6.66
37 mujer  Unilateral 23 50 No No 1 3.07
38 hombre Unilateral 27 5 No No 1 1.79
39 mujer  Unilateral 18 18 Si Si 3 4.68
40 mujer  Unilateral 35 20 No No 1 0

41 mujer  Unilateral 21 2 Si No 3 0

42 hombre Unilateral 24 28 Si No 3 0.80
43 mujer  Unilateral 18 9 Si Si 2 0.69
44 mujer  Unilateral 24 28 No Si 4 1.37

Tabla 10. Caracteristicas clinicas y niveles basales de IL-18 en pacientes con EM de inicio precoz (n=44).

. Duraciéon de .
Paciente Género .Un|/ Et.ia.d.de enfermedad EM. Migraia Sl Kieles
Bilateral inicio o familiar EM IL-1B
(afios)

1 hombre Bilateral 55 20 No No 2 0.83
2 mujer  Unilateral 65 8 Si No 3 1.23
3 hombre Unilateral 50 13 No No 1 1.56
4 hombre Bilateral 55 30 No No 2 2.24
5 hombre Unilateral 61 16 No No 1 2.64
6 mujer  Unilateral 50 23 Si No 3 2.10
7 hombre Bilateral 53 16 No No 2 3.14
8 mujer  Unilateral 50 8 No No 1 2.67
9 hombre Bilateral 53 30 No No 2 4.34
10 hombre Unilateral 50 14 Si No 3 6.93
11 hombre Unilateral 62 1 No Si 4 0.01
12 mujer  Unilateral 52 17 No Si 4 0.57
13 mujer Bilateral 56 24 No No 2 2.27
14 mujer  Unilateral 55 10 No No 1 2.06
15 mujer  Unilateral 63 13 Si Si 3 1.07
16 hombre Bilateral 56 5 No No 2 0.58
17 hombre Unilateral 53 2 Si Si 3 0.01
18 hombre Bilateral 54 3 No No 2 1.03
19 mujer Bilateral 53 4 No Si 4 2.67
20 hombre Bilateral 55 17 Si No 3 1.27
21 mujer  Unilateral 50 20 Si No 3 1.73
22 mujer Bilateral 55 9 Si Si 3 5.95
23 mujer  Unilateral 50 8 No No 1 3.07
24 mujer Bilateral 52 6 No No 2 1.03
25 hombre Bilateral 53 2 Si Si 3 3.68
26 mujer  Unilateral 56 2 No No 1 0.83
27 hombre Unilateral 57 2 No No 1 1.66
28 hombre Bilateral 53 7 No No 2 0.39




29 mujer  Unilateral 65 1 No Si 4 4.96
30 hombre Unilateral 69 2 No No 1 0.76
31 hombre Unilateral 66 5 No No 1 2.33
32 mujer  Unilateral 51 5 No No 1 4.67
33 mujer  Unilateral 63 6 No No 1 3.94
34 mujer  Unilateral 61 6 No No 1 1.25
35 hombre Unilateral 51 7 No No 1 1.52
36 mujer  Unilateral 50 8 No No 1 5.79
37 mujer  Unilateral 54 1 Si No 3 1.32
38 mujer  Unilateral 57 6 Si No 3 1.47
39 mujer  Unilateral 54 7 No Si 1 3.47

Tabla 11. Caracteristicas clinicas y niveles basales de IL-18 en pacientes con EM de inicio tardio (n=39).

5.1.1 Pacientes con EM de inicio precoz y prevalencia de migraia.

En la tabla 12 se comparan las caracteristicas clinicas de los pacientes con EM de inicio precoz e inicio tardio.
Los pacientes con inicio precoz tuvieron una mayor duracién de la enfermedad, (definida como el tiempo
desde el inicio de los sintomas) que los pacientes con inicio tardio (p = 0,004). Ambos grupos tenian umbrales
de hipoacusia, antecedentes familiares de pérdida auditiva y presencia de factores de riesgo vascular
similares. Sin embargo, los pacientes con EM de inicio precoz presentaron mayor frecuencia de migrafia que
los pacientes con EM de inicio tardio (p = 0,045), pero no se encontraron diferencias para ningun tipo de
cefalea entre ambos grupos.

EM de inicio EM de inicio

Variables precoz tardio p-valor
(N = 44) (N =39)

Duracion de la enfermedad (media + D DT) 18.0+11.4 9.8+79 0.0004
Edad de inicio (media = DT) 27.7+4.9 55.6%+ 5.2 <0.0001
Género (% mujeres) 59.0 53.8 0.195
Hipoacusia bilateral (%) 45.5 333 0.545
Hipoacusia (% sincrénicos) 29.5 12.8 0.338
Subtipo EM 0.589

1 21 15

2 4 9

3 9 4

4 7 3

5 3 0
Hipoacusia (%) 0.357

Alta frecuencia 61.4 69.2

Baja frecuencia 38.6 30.8
Historia familiar de hipoacusia (%) 25.0 28.2 0.999
Cefalea (%) 59.0 56.4 0.440
Migrafia (%) 38.6 23.0 0.045
Hipertension arterial (%) 22.7 25.6 0.948
Tabaquismo (%) 13.6 10.3 0.532
Dislipemia (%) 18.2 28.2 0.400
Diabetes Mellitus (%) 25.0 25.6 0.854

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los pacientes con EM de inicio precoz y de inicio
tardio incluidos en el estudio.
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5.1.2 Niveles de citoquinas en EM de inicio precoz e inicio tardio.

Se midieron los niveles de citoquinas en 56 pacientes con EM (40 EMIP y 16 EMIT). No se observaron
observamos diferencias significativas entre en los niveles de IL-1B o cualquiera de las quimiocinas (CCL3,
CCL4, CXCL1, CCL22 y CCL8) entre ambos grupos (todos p valor > 0.1), (Figura 9)).
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Figura 9. Grdfico de dispersion que muestra las diferencias entre los niveles de
IL-16 o quimiocinas entre los pacientes con EM de inicio precoz e inicio tardio.
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Sin embargo, cuando realizamos un analisis especifico por sexo, si que se muestran diferencias significativas
en EMIP, con valores mas altos en hombres (p = 0.039) para IL-1B y mas altos en mujeres (p = 0.007) para
CXCL1 (p = 0.007, (Figura 10)). Ademas, los niveles de CCL3 fueron significativamente mas altos en mujeres
EMIT que en hombres (p = 0.04).
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Figura 10. Grdfico de dispersion que muestra la mediana y los rangos intercuartilicos para los
niveles de IL-18, CCL3, CCL4, CXCL1, CCL22, CCL8 medidos en el sobrenadante de células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) en pacientes con EMIP y EMIT. Los niveles de
citoquinas y quimiocinas se compararon entre hombres y mujeres mediante la prueba U de
Mann-Whitney y los p-valores se muestran para cada comparacion.

5.1.3 Niveles de citoquinas no permiten diferenciar entre pacientes con migranay
sin migraha en la EM.

Dado que los pacientes con EMIP presentaron una mayor prevalencia de migraifia que los pacientes con EMIT
(p =0.045), se compararon los niveles de citocinas considerando la migrafia como una covariable clinica. Sin
embargo, ninguna de las citoquinas o quimiocinas medidas mostré diferencias significativas entre pacientes
con y sin migrafia en la EM (Figura 11). Por otro lado, la prevalencia de una enfermedad

autoinmune asociada fue significativamente mayor en pacientes con EM y migrafia en comparacién con
pacientes sin migrana (p <0.001).
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Figura 11. Grdfico de dispersion que muestra los niveles de citoquinas y
quimiocinas en pacientes con EM, estratificados segtin la presencia de migrafia.
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También, se separaron a los pacientes con EM en funcién de los niveles de IL-1p en 2 grupos: EM con niveles
altos de IL-1B (EMA) y niveles bajos de IL-1B (EMB) (Figura 12).
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Figura 12. Pacientes con EM separados de acuerdo con sus niveles de IL-18.
EMA >4.78pg/ml y EMB <4.78pg/ml.

Sin embargo, no se encontraron diferencias en la frecuencia relativa de pacientes segln los subgrupos
clinicos y los niveles de IL-1B (Tabla 13).

Variable

EMH
(N=9)

EML
(N =74)

p-valor

Subtipo EM (%)

u b W N

33.3% (n=3)
0% (n=0)
33.3% (n=3)
22.2% (n=2)
11.1% (n=1)

44% (n=33)
14.7 (n=13)
22.9% (n=17)
12.1% (n=9)
2.7% (n=2)

0.9924

Tabla 13. Distribucion de frecuencias de pacientes con EM segun
subgrupo clinico y niveles de IL-18.
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5.1.4 Niveles de citoquinas entre EM familiar (EMF) y EM esporadica (EME).

Se observd que los niveles de IL-1B no fueron diferentes entre los pacientes con EM familiar (EMF) y EM
esporadica (EMS), sin embargo, se encontraron diferencias significativas en CXCL1 (p=0.024) and CCL22
(p=0.012), (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de citoquinas y quimiocinas en pacientes con EM familiar y EM

esporddica.

53



5.1.5 Niveles de CCL18, CCL22 y CCL4 entre pacientes con EM, migraia y controles.

Se midieron los niveles de IL-1B, CCL3, CCL4, CXCL1, CCL22 y CCL18 en 55 controles sanos y 64 pacientescon
migrafia. Se encontraron diferencias significativas en los niveles de CCL18 (p = 0.001), CCL22 (p = 0.03) yCCL4
(p = 0.02) cuando comparamos EM, migrafia y controles. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre
los niveles de IL-1B o CXCL1 en pacientes con EM frente a pacientes con migrafia (Figura 14).

Pudimos observar que los niveles de CCL18 eran mayores en pacientes con EM o migraia cuando se
compararon con controles. Sin embargo, los niveles de CCL18 no permitieron distinguir entre EM y migraiia
(p =0.74). Ademas, no se encontré correlacidn en los niveles de CCL18 y la edad de los pacientes, ya sea en
controles (p = 0.59), pacientes con EM (p = 0.43) o migrafia (p = 0.23), (Figura 15).
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Figura 14. Grdfico de dispersion que muestra las concentraciones de IL-18,
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5.2 Analisis gendmico de pacientes con EMIP.

Nuestra hipdtesis seria que los pacientes esporadicos podrian seguir un modelo de:

- Herencia recesiva, que podria estar causada por una variante homocigota o por dos variantes
heterocigotas situadas en el mismo gen (heterocigota compuesta). Ambos progenitores serian
portadores de una de las dos variantes y por tanto no tendrian el fenotipo completo.

- Herencia ligada al cromosoma X, donde la alteracién ocurre en los cromosomas sexuales; una sola
copia de la mutacidn seria suficiente para provocar la enfermedad en varones, pero no en mujeres.

- Variantes de novo, que no se observan en el genoma de los padres

En el estudio de los CNV, se establecié como objetivo encontrar aquellas variantes con un numero de copia
mayor o inferior en el probando con respecto a los progenitores, por ello, se realizé un filtrado previo, tanto
para las ganancias como las perdidas en el nimero de copia, teniendo en cuenta que ambos progenitores
tenian dos copias para cada variante.

Por lo tanto, en las tablas incluidas en el analisis individual de cada trio, que se detalla a continuacién y en las
tablas suplementarias solo apareceran el numero de copias del probando a estudio.

5.2.1Trio 1

Caracteristicas clinicas del probando 1

Este individuo es un vardn que fue diagnosticado de EM a los 25 afios, por lo que lleva 13 afios de evolucidn.
El paciente debutd con clinica de vértigo periférico rotatorio, sensacién de plenitud 6tica e hipoacusia
neurosensorial unilateral de oido derecho (OD). Ademas, el paciente tenia previamente diagnosticada
migrafa sin aura. No existen datos de enfermedades autoinmunes asociadas. Por tanto, seriaconsiderado
una EM tipo 4. Las pruebas vestibulares realizadas (VHIT) mostraron una funcién vestibular bilateral dentro
de los limites de la normalidad, con un valor en las ganancias del reflejo vestibulo-oculardel CSH izquierdo
de 0.82 y de 0.90 para el CSH derecho. Los umbrales auditivos iniciales (2009) y finales (2020) para cada oido
se presentan a continuacion (2020) (Figura 16). Actualmente, los progenitores permanecen asintomaticos a
la edad de 76 afios (madre) y 83 afios (padre).
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Figura 16. Audiometria tonal liminal para el probando del Trio 1.

Hipotesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 1

Para el primer trio, las variantes homocigotas obtenidas inicialmente fueron 2703. Tras el filtrado de variantes
finalmente se dejé como posible la variante chr9:4361656-4361656, C>T, rs150388848, del gen SH3GL1
(Tabla 14). Esta variante con cambio de sentido es homocigota en el probando y heterocigota en sus
progenitores. Tiene una frecuencia alélica de 0.001 en NFE (Non Finnish European) y de 0.008 en la poblacién
espafiola. La frecuencia en homocigosis seria de 6.4x10°, por lo que podria explicar el fenotipo. Esta variante,
se considera probablemente benigna segun la guia ACMG y es expresada en las células de Deiters y en las
células ciliadas externas (CCE) humanas.

B) Variantes de un solo nucleétido heterocigotas compuestas del Trio 1

No se encontraron variantes heterocigotas compuestas candidatas para el Trio 1, ya que las variantes no
superaron el MAF previamente establecido o no se expresaban en el oido interno.

C) Estudio de INDELs del Trio 1

En el primer trio, los INDELs obtenidos en el analisis fueron inicialmente 7 (Tabla suplementaria 1). De todos
ellos, la variante que mejor podria explicar el fenotipo es una deleccion heterocigota de origen materno de
18 nucledtidos que cambia el marco de lectura, chr5:149751746-149751763, AGTGAGGAGGGATCTGAA>-,
rs528897827 y se encuentra en el gen TCOF1. Esta variante, tiene una frecuencia alélica de 0.0016 en NFE
(Non Finnish European) y de 0.002 en la poblacidn espafiola. Este genya es conocido por ser el causante del
sindrome de Treacher Collins. Por lo tanto, ademas de ser un gen causante de hipoacusia, tiene un CADD de
23.2. Segun la guia ACMG se considera de significado incierto. SupLl score o grado de tolerancia es de 0.95.
Existen en el padre tres variantes para el gen TCOF1, la primera es una variante intrdnica, chr5: 149747116,
C>T, rs144667249; la segunda es una variante missense, chr5:149759201, C>T, rs114689020 y la tercera es

una variante sindnima, chr5:149776113, G>A.
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Hipotesis: Modelo de herencia ligada al X

D) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 1

Para el primer trio, se encontré la variante chrX:2833605-2833605, C>T, rs111939179, del gen ARSD, la cual
superaba los filtros establecidos de MAF y CADD, ademas de poseer un valor ACMG de 11 y ser considerada
patogénica. Esta variante es de origen paterno, porlo que, al no presentar el progenitor el fenotipo, se decidié
excluir dicha variante.

Hipétesis: Modelo de herencia dominante

E) Variantes de novo del Trio 1

La variante candidata de novo fue chr19:54744373-54744373, A>C, del gen LILRA6 (Tabla 16). Esta variante,
gue no estaba en ninguno de los progenitores se considera una buena candidata ya que presenta un ACMG
score de 7 y un CADD de 35, por lo que es considerada como probablemente patogénica. Presenta ademas
un MAF en gnomAD y en CSVS de 0 y sin homocigotos conocidos en dichas bases dedatos. Esta variante,
ademas, se expresa en las células de Deiters.

F) Estudio de variantes en el nimero de copia (CNV) del Trio 1.

Para el primer trio no se encontraron variantes significativas en el analisis de aumento del nimero de copias
(Tabla suplementaria 2 y 3). En el andlisis de perdida de nimero de copias, sin embargo, se encontrd la
variante homocigota en la posicidon chr3:191060000-191070000, que afecta al gen CCDC50 en una zona
intrénica entre el exdn 1y exdn 2 (Tabla 18). Concretamente, solapa con una variante estructural anotada en
gnomAD en el locus 3:191064685-191071667, con una frecuencia de 0.01 en poblacién europea. Esta misma
variante se ha encontrado en el probando del trio 4 con una pérdida completa de la regién. Este gen es
conocido por ser un gen causante de hipoacusia neurosensorial postlingual progresiva (DFNA44), la cual
también podria ser tenida en cuenta como variante explicativa del Trio.

En resumen, la variante que mas probablemente estaria asociada a este individuo seria la variante
homocigota SH3GL1, seguida de la variante heterocigota de novo situada en el gen LILRA6, aunque las
variantes estructurales que implican a los genes TCOF1 y CCDC50 no pueden ser excluidas, siendo su
probabilidad algo menor de acuerdo a los criterios de priorizacion empleados.
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gnomAD

) . . . csvs csvs gnomAD_ ACMG | pLI
Gen Tipo variante| Herencia |Posicién (Hg19) rs . . gnomAD Ng CADD ACMG o
- Frecuencia 2 homocigotos NFE o score score
v homocigotos
Exonica SNV 19:4361656- Beni
SH3GL1 | Concambio | homocigota | 4361656 | rs150388848 0.008 0 0.00106 | 0.00159 0 24.7 (Pﬁi‘?g‘gn 3 | o064
de sentido T
Tabla 14. Variantes candidatas SNV homocigotas del Trio 1.
Csvs CSVs AD, gnomAD ACMG LI
Gen |Tipovariante| Herencia |Posicién [Hg19) rs ) > gnomaD | EM°MAY- nNe CADD | ACMG B
o Frecuencia | N2 homocigotos NFE o score score
o homeocigotos
Herencia X:2833605-
ARSD . 2833605 rs111939179 0 0 0 0 0 35 11 0.86
ligadaal X
C=T
Tabla 15. Variantes candidatas ligadas al X del Trio 1
csvs csvs ap_| Enemab ACMG | pLI
Gen Tipo variante| Herencia | Posicién (Hg19) rs . . gnomAD gnamAb_ Ne CADD ACMG B%
b Frecuencia N2 homocigotos NFE e score score
e homocigotos
Likely
19: 54744373~ .
De novo 0.00000423| 0.00000910 Pathogenic
LILRAG 54744373 ] 0 0 0 35 7 0
4 6 2 (PS2+ PM2 +
A>C
PP3)

Tabla 16. Variante de novo candidata del Trio 1.
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N Csvs gnomAD
Tipo . . . gnomAD ACMG pLI
Gen . Genotipo Origen Posicion (Hgl9) rs CSVs Ne gnomAD Ne CADD ACMG -
variante o o NFE - score | score
homocigotos homocigotos
Deleci6n sin
cambio del .
Uncertain
marco de INDEL 5:149751746-149751763 Significance (PS4
TCOF1 lectura . Materno | AGTGAGGAGGGATCTGAA | rs528897827| 0.002 0 0.0003 0.0016 0 23.2 5 -1 0.95
heterocigoto . +PM4 +PP3 +
BS1 + BS2)
5:149747116-149747116 Benign
TCOF1 | Intronica Variante paterna ' C>-T rs144667249| 0.041 1 0.006179 | 0.00006481 0 6.75 |(BS1+BS2+BP4| -10 0.95
+BP6)
Exonica con 5:145759201-149759201 -!3,.3,.!116,.’1
TCOF1 | cambio de Variante paterna ' C>:I' rs114689020| 0.002 0 0.008410| 0.002289 79 33 (BA1 +BP6 + -9 0.95
sentido BP4)
5:149776113-149776113 Benign
TCOF1 S',' S Variante paterna ' G>:°\ rs114169102 0 0 0.003873 | 0.0002188 19 0.11 |(BP6 + BS1 +BS2 -14 0.95
inénima
+BP4 +8P7)
Tabla 17. Variantes INDELs y SNV candidatas del Trio 1.
Posicién (Hg19) Nimero de copias Probando Gen
chr3 191060000 | 191070000 1 CCDC50

Tabla 18. CNV candidata (pérdida en nimero de copias) del Trio 1.
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5.3.2 Trio 2.

Caracteristicas clinicas del probando 2

Este individuo es una mujer que fue diagnosticado de EM a los 24 afios, por lo que lleva 22 afios de evolucion.
El paciente debuté con clinica de vértigo periférico rotatorio, acufeno de alta frecuencia e hipoacusia
unilateral de oido derecho (OD). Adema3s, el paciente tenia previamente diagnosticada migrafa sin aura e
hipotiroidismo autoinmune (Anticuerpos anti-Ku, anti-tiroglobulina y anti peroxidasa tiroidea positivos), por
lo que es considerado una EM Tipo 5. Las pruebas vestibulares realizadas (VHIT) mostraron unos resultados
compatibles con la normalidad, con unas ganancias para los impulsos cefdlicos horizontalesde 0.75 en oido
derecho y 0.80 en el oido izquierdo. Los umbrales auditivos iniciales (ATL en afio 2008) y finales para cada
oido (ATL en afio 2021) se presentan a continuacién (Figura 17). Actualmente, ambos progenitores a la edad
de 78 afios (madre) y 79 afos (padre) permanecen asintomaticos.
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Figura 17. Audiometria tonal liminal para el Probando del Trio 2.
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Hipotesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 2

Para el segundo trio, las variantes homocigotas obtenidas inicialmente fueron 38742. De todas ellas,
Unicamente una variante con pérdida de funcién cumplié todos los criterios previamente mencionados.
Esta variante homocigota, chr16:55562359-55562359, G>A, rs61739979 del gen LPCAT2 tiene una frecuencia
de 0.0078 en NFE y de 0.013 en poblacién espafiola, por lo que la frecuencia en homocigosis seria 1x10*
(Tabla 19). Esta variante fue clasificada como probablemente benigna con un ACMG score de -

5. Ademas, presenta un CADD de 17.73 y un pLl de 0. Este gen se expresa en las CCl, CCE, células de Deiters
y células de los pilares del tunel de Corti.

B) Variantes de un solo nucleétido heterocigotas compuestas del Trio 2

Para el segundo trio, no se encontraron variantes heterocigotas compuestas candidatas. Las variantes
estudiadas no superaron el umbral de frecuencia alélica en gnomAD ni en CSVS. Por otro lado, algunas de
ellas fueron excluidas por presentar un AMCG score <-7, siendo consideradas como benignas.

C) Estudio de INDELs del Trio 2.

Para este trio, se encontraron dos posibles variantes en el andlisis inicial de los INDELs (Tabla suplementaria
4). De estas, la variante heterocigota chr3:108118023-108118025, TCT>-, rs753407125, es de origen paterno
de 3 nucleédtidos y que modifica el marco de lectura en el gen MYH15. Dicha variante, tiene una frecuencia
alélica de 0 en NFE y de 0 en la poblacién espafiola, no estando descrita en las poblaciones de referencia
usadas. Segun la guia ACMG se considera de significado incierto, con un ACMG score de 3y un CADD de 22.
Su pLl score o grado de tolerancia es de 0 y es expresada tanto por las CCl como por las célulasde los pilares.
Este gen es codificante de la cadena pesada de la miosina, y es ademads causante de sordera. Aparece en
heterocigosis, asi que no podria explicar el fenotipo por si sola, pero si la existencia de una segunda variante
de un solo nucledtido presente en la madre. Durante un andlisis mas detallado, se encontrd una variante no
sinénima en el probando de origen materno, localizada en chr3:108188993- 108188993, G>A, rs9868484, del
gen MYH15, con una frecuencia alélica de 0.729 en NFE y de 0.611 para la poblacién espafola. Este hallazgo
podria tedricamente explicar el fenotipo del probando, pero es muy pocoprobable, por lo que se filtraron
ambas variantes.

Hipotesis: Modelo de herencia ligada al X

D) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 2

No se encontraron variantes ligadas al X para este Trio, ya que las encontradas eran variantes comunes
superando el umbral de frecuencia alélica determinado.

Hipotesis: Modelo de herencia dominante

E) Variantes de novo del Trio 2

No se validaron variantes de novo en el probando de este Trio. Durante el analisis se encontrd una variante
de novo heterocigota, chr17:45214527-45214527, T>C, rs62075618, en el gen CDC27, la cual fue
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secuenciada por Sanger y posteriormente excluida por ser un falso positivo. Su ACMG score fue de 5, por lo
gue es considerada como una variante probablemente patogénica. Su CADD fue de 32 y su pLl de 1.

F) Estudio de variantes en el numero de copia (CNV) del Trio 2.

Para el segundo trio no se encontraron variantes significativas en el analisis de aumento del nimero de copias
(Tabla suplementaria 5) ni de perdida de nimero de copias (Tabla suplementaria 6).

En resumen, después de evaluar los distintos modelos de herencia para este trio, el modelo de herencia
autosdmica recesiva podria dar explicacién al fenotipo de este trio, asi la variante LPCAT2 en homocigosis,
de acuerdo a los criterios de priorizacion empleados, es la que mas probablemente estaria asociada a este
individuo.
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Csvs AD gnomAD ACMG u
Gen |Tipovariante| Genotipo Posicién (Hg19) rs Csvs Ne gnomaD | 8™ Ne CADD ACMG B
o . NFE o score | score
homacigotos homocigotos
Exonica can SNV . .

L . 16:55562359-55562359| rs61739979 Likely Benign
LPCAT2 | pérdidade | homocigota 0.013 1 0.0073 | 0.0078 20 17.73 | FEhemaR -5 0

funcion G>A (BS1 + BP6)

Tabla 19. Variantes candidatas SNV homocigotas del Trio 2.
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5.3.3 Trio 3.

Caracteristicas clinicas del probando 3.

Este individuo es un varén que fue diagnosticado de EM a los 30 afios, por lo que lleva 22 afios de evolucién.
El paciente debutd con clinica de vértigo periférico rotatorio e hipoacusia unilateral de oido derecho (OD).
Posteriormente, desarrollo un acufeno ipsilateral de alta frecuencia. El paciente no tenia previamente
historia de cefalea previas, enfermedades autoinmunes asociadas o alteraciones de la funciéon vestibular, por
lo que se clasific6 como Méniére tipo 1.

El estudio vestibular mediante vHIT, mostré unas ganancias de los impulsos cefdlicos horizontales de 0.88
en el Ol y de 0.81 en el OD. Los umbrales auditivos iniciales (ATL en afio 2005) y finales (ATL en afio 2021)
para cada oido se presentan a continuacién (Figura 18). Actualmente, los dos progenitores permanecen
asintomaticos, a la edad de 81 afios (madre) y 83 afios (padre).
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Figura 18. Audiometria tonal liminal para el Probando del Trio 3.
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Hipétesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 3

Para el tercer trio, las variantes homocigotas obtenidas inicialmente fueron 34676. Se encontrd una variante
homocigota sinénima, chr6:13711339-13711339, G>A, rs557587859, en el gen RANBP9 que estabapresente
en los progenitores como variante heterocigota (Tabla 20). Esta variante presenta una frecuencia alélica de
0 en NFE y de 0.001 en la poblacion espafiola. La variante se clasifica como probablemente benigna, con un
ACMG score de -2, un pLl score de 1y un CADD de 18.4. Este gen es expresado en CCE, CCl,Células de Deiters
y células de los pilares.

B) Variantes de un solo nucleétido heterocigotas compuestas del Trio 3.

En el analisis de las variantes heterocigotas compuestas, se encontraron varias variantes heterocigotas
segregando en 2 genes (Tabla suplementaria 7). De dichas variantes, el posible gen candidato que podria
explicar este trio seria KRT18, en el cual se han encontrado 6 variantes diferentes. Solo la primera variante
heterocigota y de origen paterno, localizada en chr12:53343148-53343148, C>G, podria explicar el fenotipo,
sin embargo, fue excluida por no superar el filtro de MAF y CADD establecido previamente. Ademas, la region
detectada parece acumular numerosos falsos positivos.

El resto de variantes descritas a continuacidon estan presentes tanto en el probando como en los dos
progenitores, por lo que se excluyeron. Ademds, la zona en la que se encuentran, aparece anotada en
gnomAD como regién de dificil lectura, por lo que se consideran falsos positivos. Estas variantes excluidas
fueron chr12:53343209-53343209, G>A, chr12:53343225-53343225, C>T, chr12:53343231-53343231, G>C,
chr12:53343265-53343265, C>A y chrl2:53343007-53343007, G>A. Llas variantes Chr12:53343148-
53343148, C>G y Chr12:53343007-53343007, G>A.

Hipotesis: Modelo de herencia ligada al X

C) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 3.

Para el tercer trio, no se encontraron variantes ligadas al cromosoma X. En el andlisis se considerd
inicialmente una variante en el gen SLC25A5, la cual se excluyé por ser el probando un varén y tener la
variante tanto un origen materno como paterno. Al ser los padres sanos, se considerd que la variante no
podia explicar el fenotipo.

Hipotesis: Modelo de herencia dominante

D) Variantes de novo del Trio 3.

En el analisis de este trio no se encontraron variantes candidatas. Inicialmente, se encontré una variante,
chr17:42148520-42148520, A>C, rs34878178, en el gen G6PC3, el cual fue secuenciado por Sanger y excluido
posteriormente por ser un falso positivo. Su CADD score fue de 25y su ACMG score de 2 por lo que fue
considerada una variante probablemente benigna. Su pLl score fue de 0.
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E) Estudio de INDELs del Trio 3.

En el Trio 3, el anadlisis detallado de los INDELs obtenidos se muestran en la Tabla suplementaria 8. En
resumen, de todas las variantes obtenidas, las que mds probablemente podrian explicar este Trio se
localizarian en los genes COL9A3 y GPR179 (Tabla 21).

La variante chr20:61448935-61448935 G->GC del gen COL9A3, es uno de los genes causantes del Sindrome
de Stickler, caracterizado por hipoacusia neurosensorial, miopia con vitreorretinopatia y displasia epifisaria.
Esta variante modifica el marco de lectura, es de tres nucledtidos, es heterocigota y de origen materno.
Presenta una frecuencia alélica de 0 tanto para la poblacidn NFE como para la poblacién espafiola. Ademas,
se considera patogénica con un ACMG score de 11, sin embargo, presenta un pLl de 0. Este gen se expresa
sobre todo en las células de Deiters, y en menor medida en las células de los pilares, CCly CCE. En el andlisis
no se encontrd otra variante para este gen en ninguno de los progenitores. En gnomAD, esta delecién aparece
filtrada por un filtro de calidad, lo que podria suponer un falso positivo.

Por ultimo, la variante heterocigota chr17:36486035-36486038, ACTC>-, rs775455243, es de origen paterno,
modifica el marco de lectura, es de cuatro nucledtidos y se localiza en el gen GPR179, la cual seria otra
posible opcidn. Pero al no identificarse otra variante rara en el mismo gen quedaria excluida enun modelo
de herencia heterocigota compuesta. Es un gen expresado por las células de Deiters, CCE y CCl. Al igual que
las dos variantes, anteriores, es considerada como variante patogénica con un ACMG score de 11 y un pll
score es de 0.

F) Estudio de variantes en el nimero de copia (CNV) del Trio 3.

En el estudio de aumento o perdida de nimero de copias (Tabla Suplementaria 9 y 10), no se encontré
ninguna variante significativa para la explicacién de este Trio.

En resumen, después de evaluar los distintos modelos, el modelo de herencia recesivo, seria el que podria
explicar el fenotipo de este trio, donde existiria una variante sinénima homocigota recesiva en el gen
RANBP9. Aun asi, aunque las variantes estructurales encontradas que implican al gen COL9A3 y GPR179 no
puede ser excluidas, siendo la probabilidad de que sean responsables algo menor de acuerdo a los criterios
de priorizacién empleados.
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CSvs AD
Tipo ] o gnomaAD | &M°m ACMG | pUl
Gen i Genotipo |Posicién (Hg19) rs CSVS gnomAD N2 CADD ACMG
variante . _NFE o score score
Homocigotos homocigotos
Exdnica SNV 6:13711339- Likely Benign
RANBPS e . 13711339 rs557587859 0.001 0 0.00004766 | 0.00003959 0 18.4 (PS4 + BS1+BP4 -2 1
sindnima | Homocigota
G>A BP7)
Tabla 20. Variantes candidatas SNV homocigotas del Trio 3.
Ccsvs AD
Tipo ] ] L gnomaD_| E™°™ ACMG| LI
Gen . Genotipo Origen Posicién (Hgl9) Is CSVs Ne gnomAD N2 CADD ACMG
variante o o NFE o score | score
Homocigotos homaocigotos
17:36486035- .
frameshift INDEL Pathogenic (PVS1
GPR179 . . Materno 36486038 rs775455243 0 0 0.000004371 0 0 16.41 | e 11 0
deletion | heterocigoto
ACTC>-
. 20:61448935-
frameshift INDEL Pat|
COL9A3 . . . Paterno 61448935 rs766668875 0 0 0 0 o] 223 | 11 0
insertion | heterocigoto +PM2 + PP3)
. N G>GC
Tabla 21. Variantes | s candidatas del Trio 3
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5.3.4 Trio 4.

Caracteristicas clinicas del probando 4.

Este individuo es un vardn que fue diagnosticado de EM a los 19 afios, por lo que lleva 4 afos de
evolucidn. El paciente debuté con clinica de vértigo periférico rotatorio e hipoacusia
neurosensorial unilateral de oido derecho (OD), habiendo desarrollado, con el paso de los afos,
una hipoacusia neurosensorial bilateral. Este paciente no mostré datos de alteracién vestibular
en las pruebas realizadas, presentando unas ganancias de impulsos cefalicos horizontales de 0.8
para ambos oidos en el vHIT. Ademas, presenta migrafia sin aura y neuralgia trigeminal
izquierda. No se conocen enfermedades autoinmunes asociadas, por lo que es considerado

como Ménieére tipo 4.

Los umbrales auditivos iniciales (ATL en 2017) y finales para cada oido (ATL en 2020) se
presentan a continuacion (Figura 19). Los dos progenitores en la actualidad se encuentran

asintomaticos a la edad de 53 afios (madre) y 55 afios (padre).
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Figura 19. Audiometria tonal liminal para el Probando del Trio 4.
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Hipotesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 4.

Para el cuarto trio, las variantes homocigotas obtenidas inicialmente fueron 37476. Se encontré
una Unica variante sindnima chr8:37963081-37963081, G>C, rs193080501 del gen ASH2L (Tabla
22). Esta variante tiene una frecuencia alélica de 0.01 tanto para la poblacionNFE como para
la poblacion espafiiola, por lo que la frecuencia en homocigosis seria 0.0001. Este gen, se expresa
en las células de Deiters, las células de los pilares, CCE y CCI. Tiene un ACMG score de 3, por lo
gue se considera de significado incierto y un pLl de 1.

B) Variantes de un solo nucleétido heterocigota compuesta del Trio 4.

Para el cuarto trio, no se encontraron variantes heterocigotas en el mismo gen que pudiesen
explicar una herencia heterocigota compuesta en el trio. En el andlisis de las mismas, las
variantes que se encontraron no superaron los filtros de MAF establecidos o fueron falsos
positivos.

Hipdtesis: Modelo de herencia ligada al X.

C) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 4.

En el analisis de la herencia ligada al cromosoma X, se encontré una variante con cambio de
sentido, de origen paterno, en el gen ARSD. Este gen es expresado por las células de Deiters,
las células de los pilares, CCE y CCl. Su ACMG score es de 9, por lo que se considera una variante
de significado incierto. EL pLI score es de 0, por lo que esta poco conservado.

Este gen, como en el triio previo, posee numerosos pseudogenes y se encuentra en una region
de dificil secuenciacién y gran nimero de falsos positivos, requiriendo de validacion secundaria.
Dado que esta variante estaba también presente en el padre, y el probando era un vardn,
guedaria excluida (Tabla 23).

Hipotesis: Modelo de herencia dominante

D) Variantes de novo del Trio 4.

Para este trio, se encontrd la variante heterocigota de novo chr12:52845683-52845683, A>G,
rs747994676, localizada en el gen KRT6B (Tabla 24). Esta variante presenta una frecuencia
alélica de 0 para la poblacion espafiola. Presenta un CADD de 17, aunque esta considerada como
benigna por presentar un ACMG, con score de -6 y un pLl score de 0. Este gen esta relacionado
con la paquioniquia congénita, donde la hiperqueratosis palmo-plantar es la manifestacién mas
frecuente, pero también puede afectar a otros érganos como el oido, produciendo por ello
hipoacusia.

E) Estudio de INDELs del Trio 4.

En el Trio 4, las inserciones y deleciones obtenidas en el estudio se muestran en la Tabla
suplementaria 11 y en la Tabla suplementaria 12. De todas ellas, la variante que podria explicar
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este trio se muestra en la Tabla 25, siendo una variante en el gen UFSP1. Esta variante
heterocigota modifica el marco de lectura, es de origen paterno y se localiza en
Chr7:100486696-100486696 con la insercién de una citosina, rs763916652. Esta variante tiene
una frecuencia alélica de 0.0002 para la poblacion NFE y de O para la poblacidn espafiola. Este
gen se expresa fundamentalmente por las CCl y en menor proporcién por las células deDeiters,
células de los pilares y CCE. Es considerada como probablemente patogénica, portener un
ACMG score de 7, un CADD de 22.6 y con un pLl score de 0.03. Sin embargo, dadoque esta
variante estaba en el padre y dado que, durante el analisis no se encontré otra variante del
mismo gen en la madre del probando, fue excluida.

F) Estudio de variantes en el nUmero de copia (CNV) para el Trio 4.

En el estudio de las variantes en el numero de copias, se encontrd una perdida en el nimero
de copias en una regién que incluye el gen CCDC50 (Tabla 26), conocido por ser un gen causante
de hipoacusia neurosensorial postlingual progresiva (DFNA44), la cual también podriaser tenida
en cuenta como variante explicativa del trio. Esta variante homocigota se situa entre la posicién
chr3:191060000-191070000, afectando al primer intrénica del gen CCDC50. Concretamente,
solapa con una variante estructural anotada en gnomAD en el locus 3:191064685-191071667,
con una frecuencia de 0.01 en poblacién europea. Esta misma variante se ha encontrado en el
probando del trio 1, también en homocigosis, con pérdida completa de copias en la region. El
estudio del resto de variantes CNV se encuentran en las Tablas suplementarias 13 (aumento del
numero de copias) y 14 (perdida del nimero decopias).

En resumen, el modelo de herencia recesiva podria explicar el fenotipo de este trio. Asi, el
probando del trio 4 tendria la variante sinénima homocigota recesiva chr8:37963081- 37963081,
G>C, rs193080501 del gen ASH2L como primera opcidn para la explicacién del fenotipo. Aun asi,
el modelo de herencia dominante debido a la variante de novo del gen KRT6B, y la pérdida del
numero de copias que incluye el gen CCDC50 no pueden ser excluidas; siendo su probabilidad
algo menor de acuerdo a los criterios de priorizacién empleados.
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Csvs AD
Tipo ) Posicién csvs gnomap | &M ACMG pU
Gen . Genotipo rs . Ne gnomAD Ne CADD ACMG
variante (Hg19) e Frecuencia e NFE o score score
homocigotos homocigotos
SNV 8:37963081 Uncertain
ASH2L i -37963081 rs193080501 0.012 1 0.007217 | 0.01100 9 23.4 Significance 3 1
homocigota
G>C (PM2 + PP3)
Tabla 22. Variantes candidatas SNV homocigotas del Trio 4
CSVs AD
Tipo ) ] o gnomAD_ ghom ACMG | pu
Gen ) Genotipo Origen | Posicién (Hg19) rs CSvs Ne gnomAD CADD ACMG
variante NFE o score score
Homocigotos homocigotos
L. . X:2833605- Uncertain
Exonica Herencia L.
ARSD licada al X Paterno 2833605 rs111939179 0 0 0.00004756 |0.00001488 0 35 Significance 9 0
igadaa T (PVS1 + PP3)
Tabla 23. Variantes candidatas ligadas al X del Trio 4
AD
Tipo ) o csvs CcsVs gnomAD gnem ACMG | pLI
Gen A Herencia Posicién (Hg19) rs i i gnomAD Ne CADD ACMG
variante b Frecuencia | N2 homocigotos NFE e score score
R homaocigotos
12:52845683- Benign
KRTEB Exonica De novo 52845683 rs747994676 0 0.0002598( 0.0004336 0 17 (PS2 + BS1+BS2 + -6 0
A>G BP4 + BP7)

Tabla 24. Variante de novo candidata del Trio 4.
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Ti Posicié csvs csvs AD gnomAD ACMG Ll
Gen 'Pe Genotipo | Origen osiclon rs ) Ne gnomAD | EM°™ Ne CADD ACMG B=
variante (Hg19) Frecuencia NFE score | score
homaocigotos hoemocigotos
7:100486696-
frameshift INDEL Likely Pathogenic
UFsSP1 . . . Paterno 100486696 |rs763916652 0 4] 0 0.0002 0 22.6 7 0.03
insertion heterocigoto (PS4 + PM2 + PP3)
i - T>TC
Tabla 25. Variante INDELs candidata del Trio 4.
L. Namero
Posicién (Hg19) X Gen
de copias
chr3 191060000 191070000 CCDC50

Tabla 26. CNV candidata (pérdida en el numero de copias) del Trio 4.
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5.3.5Trio 5

Caracteristicas clinicas del probando 5.

Este individuo es una mujer que fue diagnosticado de EM a los 33 afios, por lo que lleva 2 afios
de evoluciéon. El paciente debutd con clinica de vértigo periférico rotatorio e hipoacusia
neurosensorial unilateral de oido izquierdo (Ol). La videonistagmografia realizada mostré un
déficit de 25% izquierdo, reflectividad derecha 47.89/s y preponderancia 17% izquierda. El
paciente no tenia previamente historia de migrafia o cefaleas ni enfermedades autoinmunes
asociadas por lo que seria considerada como EM tipo 1. Los umbrales auditivos iniciales (ATL en

2018) y finales (ATL en 2020) para cada oido se presentan a continuacién (Figura 20).
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Figura 20. Audiometria tonal liminal para el Probando del Trio 5.
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Hipotesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 5.

Para el quinto trio, no se encontraron variantes homocigotas candidatas por no superar
durante el analisis los filtros de MAF y CADD establecidos previamente.

B) Variantes de un solo nucledtido heterocigota compuesta del Trio 5.

Para el quinto trio, no se encontrd durante el andlisis ninguna combinacidon de 2 variantes
heterocigotas que segregasen el fenotipo.

Hipdtesis: Modelo de herencia ligada al X
D) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 5.

Durante el andlisis detallado de este trio, no se encontrd ninguna variante ligada al cromosoma
X en el probando.

Hipotesis: Modelo de herencia dominante

C) Variantes de novo del Trio 5.

En el andlisis de este trio, se encontrd una variante heterocigota de novo en el gen TRAIP (Tabla
27). Esta variante esta localizada en Chr3:49832729-49832729, A>G, rs1329958463. Dicha
variante tiene una frecuencia alélica de 0.02861 para la poblacién NFE y de 0.001 para la
poblacién espafiola y son homocigotos conocidos en gnomAD y CSVS. Esta variante, se considera
de significado incierto ya que presenta un ACMG score de 3y un CADD de 24.

E) Estudio de INDELs del Trio 5.

Durante el analisis de este trio, no se encontrd ningtn INDEL candidato, por no superar bien los
filtros de frecuencia alélica o el CADD establecido previamente.

F) Estudio de variantes en el nimero de copia (CNV) para el Trio 5.

En el estudio de aumento o perdida de nimero de copias (Tabla Suplementaria 15y 16), no se
encontrd ninguna variante significativa para la explicacién de este trio.

En conclusion, el modelo de herencia dominante seria la que mds probablemente podria explicar
el fenotipo de este trio. Asi, el probando del trio 5 presenta como variante mds probable la
variante heterocigota de novo en el gen TRAIP, podria ser la responsable de la enfermedad del
probando.
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. Nimero
Posicién (Hg19) X Gen
de copias
chr3 191060000 191070000 1 CCDC50

Tabla 26. CNV candidata (pérdida en el numero de copias) del Trio 4.
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5.3.6 Trio 6

Caracteristicas clin

Este individuo es un vardn que fue diagnosticado de EM a los 18 afios, por lo que lleva 2 aios de
evolucidn. El paciente debutd con clinica de vértigo periférico rotatorio e hipoacusia
neurosensorial unilateral de oido derecho (OD). El paciente no tenia previamente historia de
cefaleas ni de enfermedades autoinmunes. Este paciente fue clasificado como enfermedad de
Méniere Tipo 5. El estudio vestibular realizado fue la VNG, obteniéndose unos resultados de un

icas del probando 6.

16% de déficit derecho, reflectividad 36.52/s izquierdo y preponderancia 8% izquierda.

Los umbrales auditivos iniciales (ATL en 2009) y finales (ATL en 2020) para cada oido se

presentan a continuacion (Figura 21).
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Figura 21. Audiometria tonal liminal para el Probando del Trio 6.
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Hipotesis: Modelo de herencia recesiva

A) Variantes de un solo nucleétido homocigotas recesivas del Trio 6.

Para el sexto trio, no se encontraron variantes homocigotas candidatas. El analisis de las
variantes para este trio no superaron los filtros establecidos de frecuencia alélica en las distintas
bases de datos ni tampoco el filtro de CADD prefijado.

B) Variantes de un solo nucledtido heterocigota compuesta del Trio 6.

Para el sexto trio, tampoco se encontraron variantes heterocigotas compuestas, ya que ninguna
de ellas superaba el MAF y CADD fijado previamente.

Hipdtesis: Modelo de herencia ligada al X

C) Herencia ligada al cromosoma X del Trio 6.

Durante el andlisis de este trio, no se encontrd ninguna variante candidata en ningln gen con
herencia ligada al cromosoma X.

Hipotesis: Modelo de herencia dominante

D) Variantes de novo del Trio 6.

En el andlisis de este trio, no se encontrd ninguna variante de novo que superase los filtros
establecidos de CADD vy frecuencia alélica.

E) Estudio de INDELs del Trio 6.

Durante el analisis de este trio, no se encontrd ningtn INDEL candidato, por no superar bien los
filtros de frecuencia alélica o el CADD establecido previamente.

F) Estudio de variantes en el nimero de copia (CNV) para el Trio 6.

En el estudio de variantes en el nimero de copia (Tabla Suplementaria 17 y 18) se encontré
una variante heterocigota con aumento en el nimero de copias en una regién que incluye la
region distal del gen KMT2C, conocido por ser un gen expresado en la stria vascularis (Tabla 28).
Esta region se sitla en chr7:152.400.000-152.410.000, y afecta a una la regién central del intrén
1 del gen. La variante en el nUmero de copias predicha solapa con otras duplicaciones parciales
observadas en gnomAD, pero todas ellas con una frecuencia alélica inferior a 0.01. La duplicacién
gue mejor solapa en gnomAD es DUP_7 22923 con una frecuencia de 0.0001312 en la poblacién
europea. Dado que esta duplicacién no estd presente en los progenitores, ni enlas bases de
referencia del genoma podria ser considerada para explicar el fenotipo.
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En resumen, bajo el modelo de herencia dominante, la CNV heterocigota situada en la regién
intronica de KMT2C, suponiendo que supone un aumento en el nimero de copias, junto con su
expresion en la stria vascularis seria la opcidon mas probable, de acuerdo con los criterios de

priorizacion empleados.
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; Nimero
Posicién (Hg38) i Gen
de copias
chr? 152.400.000 | 152.410.000 7 KMT2C

Tabla 28. CNV candidatas (aumento en el numero de copias) del Trio 6.
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Discusion

Perfil clinico de la enfermedad de Méniere

La EM es un trastorno clinico heterogéneo y complejo, que posiblemente resulta de la
interaccion de multiples factores genéticos, epigenéticos y medioambientales. Existen varias
evidencias epidemioldgicas que indican que la EM podria tener una base genética:

a) La prevalencia de esta enfermedad es superior en poblacion europea que asiatica
(Ohmen et al., 2013).

b) Lafrecuencia de la enfermedad familiar es de un 8% (Hietikko et al., 2013) y el riesgo de
recurrencia entre hermanos es 48 veces mayor al esperado en la poblacién espafiola
(Requena et al., 2013).

c) La concordancia entre los casos de gemelos homocigotos es superior a la de gemelos
dicigotos (Requena et al., 2013)

En el estudio previamente mencionado, se analizan el perfil clinico y los niveles de citoquinas y
quimiocinas sanguineas (IL-1p, CCL3, CCL4, CCL22, CCL18 y CXCL1) en pacientes con EM segun la
edad de inicio de la enfermedad, la cual sigue una distribuciéon normal (Frejo et al., 2017b, 2016),
con una media de aproximadamente 43 afios. Nuestro principal hallazgo es que la migraia se
observa con mayor frecuencia en los pacientes con EMIP que en los pacientes con EMIT, aunque
los niveles de citoquinas no estan relacionados con la edad de aparicién en la EM.

Estudios previos ha informado que sobre un 20% de los pacientes con EM muestras niveles
elevados de citoquinas proinflamatorias IL-13, TNF-a e IL-6 (Frejo et al., 2018). Ademas, Flook et
al. revelaron diferencias significativas en varias citoquinas y quimiocinas entre pacientes conEM
y migrafia vestibular, lo que sugiere que estos biomarcadores podrian distinguir entre EM vy
migrana vestibular (Flook et al., 2019). En nuestros resultados se ha confirmado la hipétesis de
la activacion de la sefializacion de IL-1B, que contribuye a mantener una respuesta
autoinflamatoria en la EM, sin embargo, esta respuesta no depende de la edad.

Esto podria explicar las respuestas de algunos pacientes a los farmacos antiinflamatorios
(Gazquez et al., 2012). En nuestro estudio, las concentraciones de IL-1 no dependen de la
edad, ni en pacientes con EM ni en controles sanos. Es de destacar, que también se
encontrarond niveles de IL-1 mas altos en un subgrupo de pacientes con migrafia, lo que
sugeriria un estado proinflamatorio en estos pacientes. Ademas, se observé que los pacientes
con EMIP tienen una mayor prevalencia de migrafia como comorbilidad en comparacidn con
los pacientes con EMIT. Este hallazgo confirma lo observado por Frejo et al., que los pacientes
con EM y migrafia (tipo 4) presentaron un inicio de la enfermedad mas precoz que el resto de
los pacientes con EM (Lidia Frejo et al., 2017a, 2016).

Ademas, la asociacidn clinica entre la autoinmunidad y la EM sugiere la posibilidad de un
endofenotipo autoinmune de acuerdo con el papel inmune del saco endolinfatico o la sintesis
de citoquinas (Greco et al., 2012). Hay dos tipos de pacientes con EM segun la patologia del saco
endolinfatico; un endotipo que se caracteriza por la degeneracién epitelial del saco, y otro
segundo endotipo que muestra hipoplasia del saco (Bachinger et al., 2019). Ssin embargo, no
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se ha demostrado asociacidn entre el saco endolinfatico hipoplasico y la migrafia, tampoco entre
el perfil de citoquinas y la hipoplasia del saco.

Se han encontrado niveles mas altos de CXCL1 y CCL22 en la EM familiar, pero la relevancia de
dicho hallazgo no esta claro. El papel de la quimiocina CXCL1 consiste en reclutar y activar
neutréfilos en el sitio de infeccion (lin Liliang, Sanjay Batra, David Nobuhiro Douda and
Jeyaseelan., 2014) y es esencial para la expresién de mediadores proinflamatorios junto con la
activacion de NF-KB y MAPKs (Sawant et al., 2016).

CCL22 es una quimiocina derivada de los macréfagos y un potente quimioatrayente para los
linfocitos T activados cronicamente (Atri et al., 2018; Scheu et al., 2017). ,Aademds se cree que
esta quimiocina estd involucrada en varios procesos como alergia, autoinmunidad y procesos
tumorales (Scheu et al., 2017)

Existen varios mecanismos que pueden impulsar la aparicion de una EM, una opcién barajada es
una respuesta inflamatoria persistente que puede afectar a uno o a ambos oidos, junto con la
participacién de factores locales. El acimulo de endolinfa es el resultado del dafio a nivel del
oido interno, generalmente asociado con hipoacusia neurosensorial (Tonndorf, 1976). La
enfermedad autoinflamatoria del oido interno (EAOI) puede deberse a una respuesta
inmunoldgica innata mediada por monocitos, IL-1B y autoanticuerpos no especificos (Vambutas
and Pathak, 2016). En individuos sanos, IL-1RA es detectable en sangre mientras que los niveles
de IL-1 no lo son. En nuestro estudio, los niveles de IL-1RA estaban mas elevados en la mayoria
de los pacientes con EM independientemente de los niveles de IL-1 (Frejo et al., 2018).

También se observd que solo 58 genes se expresaban diferencialmente en los pacientes con EM
con niveles basales de IL-1 altos, lo que respalda la hipdtesis de que esta respuesta anémala
puede facilitar la identificacion de subgrupos de EM mediante la expresion genética. Por lo
tanto, el cambio en la actividad inflamatoria en pacientes con migrafia puede ser una de las
principales causas de disfuncidon endotelial y aumento de la permeabilidad de las células
endoteliales, lo que conduce a un aumento del fluido paracelular y proteinas (Gurol et al., 2015).
En diferentes estudios de pacientes con migrafa y mediciones en los niveles de citoquinas se ha
observado que cambios inmunoldgicos podrian desempeiiar un papel en la fisiopatologia de la
migrafa. Por lo tanto, podemos especular que el aumento de liberacién de CCL18 observado en
estos pacientes, en combinacidon con otros mediadores proinflamatorios, contribuyen a un
estado inflamatorio persistente que puede desencadenar la aparicion de EM en personas
susceptibles.

Este subgrupo de pacientes con EM y migrafia pueden tener un inicio mas temprano y un mayor
riesgo de autoinflamacion. Ademads, la falta de correlacién entre la edad y los niveles plasmaticos
de IL-1 independientemente del envejecimiento de la respuesta inmune, sugiere que tanto los
factores genéticos como epigenéticos son necesarios para desarrollar la EM en pacientes con
migrafna (Gallego-Martinez et al., 2020). Nuestro estudio permite una mejor compresién de
como los mediadores inmunes pueden influir en la edad de inicio de la EM, lo cual es de gran
importancia para proporcionar estrategias enfocadas en retrasar la aparicion de la enfermedad
en individuos susceptibles en una poblacién cada vez mayor.
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Perfil gendmico de la enfermedad de Méniere

El conocimiento de la estructura genética de la EM es aun bastante limitado y gran parte de lo
gue sabemos ha sido a través de los estudios familiares realizados mayoritariamente en Espaiia
(Escalera-Balsera et al. 2020).

La EM familiar tiene un inicio mas temprano que los casos espordadicos de la enfermedad, lo que
sugiere que debutar de manera temprana puede tener una carga genética mas alta, incluidos
los pacientes con una herencia recesiva. Estudios previos han demostrado que existe un
enriguecimiento de varias raras con cambio de sentido “missense” en algunos genes
relacionados con la hipoacusia. Este exceso de variantes con cambio de sentido en algunos genes
puede aumentar el riesgo de desarrollar pérdida auditiva en esta enfermedad (Gallego- Martinez
etal., 2019).

Una gran parte de los pacientes con EM familiar (EMF) tienen una herencia autosémica
dominante (AD) con penetrancia incompleta (Morrison et al., 2009; Requena et al., 2014), con
unos pocos genes involucrados en familias (Martin-Sierra et al., 2017; Requena et al., 2015).

Sin embargo, se ha encontrado un enriquecimiento de variantes raras con cambio de sentido,
en varios pacientes no relacionados, en el gen OTOG (Roman-Naranjo et al., 2020). Estas
variantes se observaron en 15 de 46 familias no relacionadas (33% de casos familiares). Siete de
las 15 familias con variantes raras en OTOG, ademas, mostraron una penetrancia incompleta
(47%) y mostraron una sintomatologia parcial de la enfermedad (vértigo episddico o hipoacusia)
(Martin-Sierra et al., 2017; Morrison et al., 2009; Requena et al., 2015).

La mayoria de estas variantes raras, se encontraron en algunos individuos no emparentados. Sin
embargo, la mayoria de las variantes en OTOG se encontraron en pacientes familiares con inicio
precoz de la enfermedad, pero no se observaron en otros casos esporadicos (singleton variants)
(Roman-Naranjo et al., 2020). El gen OTOG codifica otogelina, una proteina extracelular que
participa en el anclaje de los otolitos a la membrana otolitica, las coronas de unién a la
membrana tectoria y las uniones entre los estereocilios (Avan et al., 2019). Los estereocilios
estan conectados entre si a través de diferentes enlaces que involucran una gran cantidad de
proteinas, una de ellas es la miosina Vlla (Goodyear et al., 2005).

Se conoce que existen algunas variantes codificantes raras en el gen MYO7A, que ocasionan
diferentes sindromes cocleovestibulares, como es DFNB2, DFNA11 y USH1B (Friedman, TB.,
Belyantseva, IA., Frolenkov, 2020). La hipoacusia es un rasgo caracteristico de estos sindromes,
sin embargo, los umbrales auditivos afectados variante entre ellos. Se ha visto que la disfuncién
vestibular es otra manifestacién que puede aparecer en los portadores de variantes raras en
MYO7A.

Roman-Naranjo et al., identificaron 9 variantes raras en el gen MYO7A en 9 familias europeas
con EM no relacionadas entre si, de las cuales, tres variantes habian sido previamente
identificadas en pacientes con sindrome de Usher (Roman-Naranjo et al., 2021). La variante con
perdida inicial MYO7A:c.3G>A;p.Metl, habia sido encontrada junto con la variante
p.Leu1839Pro MYO7A en un paciente con sindrome de Usher tipo 2 (Fuster-Garcia et al., 2021).
La variante p.Arg873Trp en el gen MYO7A también habia sido observada previamenteen
pacientes con Sindrome de Usher tipo 2 (Vastinsalo et al., 2013). La variante p.Arg336His, fue
observada en pacientes con sindrome de Usher tipo 1, siendo clasificada como una variante
causante de enfermedad (Jaijo et al., 2006).
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Debido a su ubicacién y funcidn en el complejo de transduccidn de las células ciliadas, la miosina
Vlla, parece que actia como un motor que tensiona la mecanotransduccidon de las células
ciliadas en las uniones ‘tip’ (Li et al., 2020). Las variaciones raras en el gen MYO7A, solo o
combinado con variantes raras en genes que codifican la unién de miosina Vlla, conducirian a
enlaces ‘tip’ y ‘ankle’ fragiles, con pérdida de cohesién entre los estereocilios, y una apertura
anormal del complejo MET. Esto conduciria a una despolarizacidn sostenida de las células
ciliadas y finalmente a una pérdida de audicion y/o disfuncién vestibular.

Roman-Naranjo et al. (2021) han encontrado una asociacidén entre variantes raras en MYO7A
con variantes sin sentido en genes codificantes de miosina Vlla, incluyendo los genes ADGRV]1,
CDH23, PCDH15, USH1C y SHROOM?2 2021 (Roman-Naranjo et al., 2021). Esto sugiere que
algunos casos de EM pueden presentar un patrén de herencia compuesto, donde exista una
variante en un gen principal (MYO7A) junto con una variante adicional en un segundo gen
candidato (por ejemplo, CDH23, PCDH15, ADRV1...) que modifique el fenotipo (por ejemplo, la
edad de aparicidon de la enfermedad). El digenismo compuesto podria, por tanto, ser otro
mecanismo por el que explicar la expresividad variable que se encuentra en la EM.

Los estudios de secuenciacion en pacientes con EM esporddica son escasos. Gallego-Martinez et
al., publicé dos estudios seleccionando casos esporadicos (no familiares) de EM., Eel primer
estudio incluyd 45 genes autosémicos relacionados con la hipoacusia neurosensorial.; EEn el
segundo estudio se incluyeron genes de 2 vias principales (sefalizacién de la guia axonal y la
via de extravasacion de los leucocitos) que mostraban genes expresados diferencialmente en las
células de soporte de la cdclea y los érganos vestibulares (Gallego-Martinez et al., 2019). Estos
estudios encontraron un enriquecimiento de multiples variantes raras con cambio de sentido en
varios genes de hipoacusia como GJB2, USH1G, SLC26A4 y CLDN14 y genes de sefializacién de la
guia axonal como NTN4 y NOX3 en pacientes con EM no familiares.

En la presente Tesis, hemos realizado los primeros estudios de secuenciacién de genoma
completo en pacientes con EM esporadica mediante el analisis de trios. Nuestros resultados
demuestran, que la EM esporadica de inicio precoz tiene un patréon complejo de herencia (Figura
22), pudiendo ser herencia recesiva homocigota dominante, como hemos identificado en 4
probandos. Ademas, hemos identificado variantes de novo que podrian explicar el fenotipo
incluyendo CNV.
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Figura 22. Representacion del modelo de herencia para EM familiar y EM esporddica.

Asi, en el trio 1, la variante homocigota candidata obtenida fue encontrada en el gen SH3GL1
(SH3 Domain Containing GRB2 Like 1). Se conoce que este gen codifica un miembro de la familia
de endofilinas. La proteina codificada participa en la endocitosis y también puede desempefiar
un papel en el ciclo celular (Boucrot et al., 2015).

Se hallé una variante de novo candidata en el gen LILRA6 (Leukocyte Immunoglobulin Like
Receptor A6), codificando un receptor relacionado con la enfermedad de Scwartzman; ademas,
interviene en vias relacionadas del con el sistema inmunoldgico innato y las e interacciones
inmunorreguladoras entre células linfoides y células no linfoides (Bashirova et al., 2014; Lépez-
Alvarez et al., 2016). En cuanto a la delecién obtenida en este trio en el gen TCOF1 (Treacle
Ribosome Biogenesis Factor 1), este gen se encarga de codificar una proteina nucleolar con un
dominio homologo LIS1. La proteina participa en la transcripcién del ADN ribosémico a través
de su interaccién con el factor UBTF (upstream binding factor). Las mutaciones en este gen se
han asociado con el sindrome de Treacher Collin tipo 1 y con el sindrome de Crouzon(Bowman
et al., 2012; Werner et al., 2015). En cuanto a los CNV, se encontrd una variante en el nimero
de copias en el gen CCDC50 (Coiled-Coil Domain Containign 50). Este gen se encarga de codificar
una proteina citoplasmica soluble, fosforilada en tirosina con multiples dominios que
interactuan con la ubiquitina. Las mutaciones en este gen causan hipoacusia DFNA44 (hipoacusia
neurosensorial progresiva postlingual y no sindrémica) (Modamio-Hgybjgr et al., 2003). En el
ratdn, esta proteina se expresa en el oido interno durante el desarrollo y la maduracién
postnatal. Esta proteina también puede funcionar como un regulador negativo de la
sefializacion de NF-kB y como un efector de la sefializacién celular mediada por el factor de
crecimiento epidérmico (FCE) (Modamio-Hgybjgr et al., 2007; Tashiro et al., 2006). La variante
encontrada en esa regién solapa con deleciones
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conocidas y comunes en la poblacién. Concretamente, solapa con la delecion 3:191064685-
191071667(DEL_3_4086), con una frecuencia alélica en la poblacion global de gnomAD de
0.009311. Se observa de forma muy comun en poblaciones europeas (0.01167) y africanas
(0.008706), pero es extremadamente rara en poblaciones asiaticas (0.0004139). En nuestros
datos, esta variante en el nimero de copias ha sido hallada como una perdida homocigota de
la region intrénica proximal al exén 2, mientras que ningun individuo homocigoto para la esta
delecién ha sido observado en gnomAD. Esta misma variante ha sido hallada en el probando de
otro trio mas, lo que incrementa su interés como candidata.

En la Tabla 29 se muestran las variantes candidatas de este trio ordenadas por orden de
probabilidad.

En este trio se ha priorizado la variante SH3GL1 en homocigosis por tener baja frecuencia alélica.

ACM LI MAF
Gen Tipovariante Herencia Posicion (Hg19) CADD ACMG MG P
score score NFE
19:4361656-
i Beni 106
SH3GL1 SNV Recesiva 4361656 24.7 enign 3 064 G
homocigota o>T (PP3 +BS1) en homocigosis
5:149751746- Uncertain
Delecidn Recesiva 149751763 Significance
1 23.2 -1 . .001
TCOF heterocigota compuesta AGTGAGGAGGG 3 (PS4 +PM4 + 0.95 on h;gﬁ); osis
ATCTGAA>- PP3 + BS1 + BS2) 8
Variante 5:149747116- Benign
TCOF1 Intrénica de 149747116 6.75 (BS1+BS2+BP4 -10 0.95 107
origen paterno C>T + BP6)
Variant
:a”r:r;z ZZ” 5:149759201- Benign
TCOF1 . 149759201 33 (BA1 +BP6+ -9 0.95 3x10¢
sentido de
. T BP4)
origen paterno
Variante 5:149776113- Benign
TCOF1 sindnimade 1149776113 0.11 (BP6+BS1+BS2 -14 0.95 3x107
origen paterno G>A + BP4 + BP7)
Uncertain
H igot 3:191060000- 0
CCDC50 orr(1:oNc\|/go @ Dominante 191070000 15.47 Significance 1 en homocigosis
(PM2 + BP4) &
. . 19:54744373- Likely
Heterocigota Dominante . 0
LILRA6 54744373 35 Pathogenic (PS2 7 L
De novo en heterocigosis
A>C +PM2 + PP3)
Tabla 29. Priorizacidn de variantes candidatas en el trio 1.
Con respecto al Trio 2, la variante homocigota recesiva encontrada fue LPCAT2

(lysophosphatidylcholine Acyltransferase 2). Este gen codifica una proteina miembro de la
familia de las lisofosfolipidos aciltransferasas. La enzima codificada puede funcionar de dos
maneras, bien catalizando la biosintesis del factor activador de plaquetas o catalizando la
sintesis de precursores de glicerofosfolipidos (Shindou et al., 2007). Esta proteina puede
funcionar en la biogénesis de la membrana y la produccion del factor activador de plaquetas
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en células inflamatorias (Soupene et al., 2008). Ademas, la enzima puede localizarse en el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. En la Tabla 30, se muestra la variante candidata.

. . . Posicion ACMG  pll MAF
Gen Tipo variante Herencia CADD ACMG
= (Hg19) score score NFE
16:55562359-
SNV Likely Beni 6x105
LPCAT2 : Recesiva 55562359  17.73 —cYCeMEN o 4093 >
homocigota GoA (BS1 + BP6) en homocigosis

Tabla 30. Variantes candidatas ordenadas de mds a menos probables en el trio 2.

En el trio 3, la variante homocigota recesiva encontrada se hall6 en RANBP9 (RAN Binding
Protein 9). Se conoce que este gen codifica una proteina que se une a RAN, una pequefia
proteina de unién a GTP perteneciente a la superfamilia RAS, que es esencial para la
translocacién de ARN y proteinas a través del complejo del poro nuclear (Nakamura et al., 1998).
También se ha demostrado que la proteina codificada por este gen interactla convarias
otras proteinas, incluido el protooncogén MET, la proteina quinasa 2, el receptor de andrégenos
y la quinasa-11 dependiente de ciclina (Harada et al., 2008).

En cuanto a las variantes heterocigotas compuestas, se encontraron variantes heterocigotas en
el gen IGSF3 (Immunoglobulin Superfamily Member 3). Se trata de un gen que codifica una
proteina de membrana de tipo inmunoglobulina que contiene varios dominios de tipo Ig-V.
Una mutaciéon en este gen se ha asociado con patologia oculares (Foster Il et al., 2014). Su
expresion en el oido interno se encuentra en CCE fundamentalmente, y en menor medida en
células de los pilares, células de Deiters y CCl. Ademds, se encontraron también variantes
heterocigotas en KRT18 (Keratin 18). Este gen codifica la queratina 18, que junto con laqueratina
8 son los miembros mds comunmente encontrados de la familia de genes codificantes de
filamentos intermedios. Se expresan en tejidos epiteliales de una sola capa. Lasmutaciones en
este gen se han relacionado con la cirrosis citogenética (Ku et al., 2003). Ademds, se han
encontrado dos variantes de transcripcién que codifican la misma proteina. En el oido interno,
su expresion se limita a las células de Deiters, CCE y células de los pilares. No obstante, ambos
genes han sido excluidos finalmente como posibles candidatos en los filtros realizados.

En cuanto a los INDELs de este trio, se ha detectado una insercion en COL9A3 (Collagen Type IX
Alpha 3 Chain). Este gen codifica una de las tres cadenas alfa del colageno tipo IX, el principal
componente del colageno del cartilago hialino. El coldgeno tipo IX, es una molécula
heterotrimérica, que se encuentra generalmente en tejidos que contienen colageno tipo Il, un
colageno de tipo fibrilar. Las mutaciones en este gen se asocian con la displasia epifisaria
multiple tipo 3 (Bonnemann et al., 2000; Faletra et al., 2014). A su vez, también se han
encontrado una delecién candidata en GPR179 (G Protein-Coupled Receptor 179), gen que
codifica un miembro de la subfamilia de receptores de glutamato acoplados a la proteina G. La
proteina codificada tiene un dominio de unidn a calcio similar a FCE y un dominio
transmembrana en la regién N-terminal de la proteina. Las mutaciones en este gen también
estan asociadas con la ceguera nocturna congénita tipo 1E (Audo et al., 2012). En la Tabla 31
se muestran ordenadas las variantes candidatas de mayor a menos probabilidad.

En este trio se ha priorizado igualmente la variante homocigota RANBP9 por tener menor
frecuencia alélica en comparacién con el resto de variantes.
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Posicié ACMG LI MAF
Gen Tipo variante  Herencia osicion CADD ACMG .

(Hg19) score score NFE
SNV 6:13711339- Likely Benign
RANBP9Y9 . Recesiva 13711339 18.4 (PS4 + BS1 + BP4 -2 1 1.56e*
homocigota
G>A BP7)
Deleccién 17:36486035- Pathogenic 0
GPR179 heterocigota Dominante 36486038 16.41 g 11 0 en
& ACTC>- (PVS1 +PM2 + PP3) heterocigosis
L. 20:61448935- . 0
cotoaz | ™EUON o inante 61448935 223 Pathogenic n
heterocigota ominante ' (PVS1 + PM2 + PP3) N .
->C heterocigosis

Tabla 31. Variantes candidatas ordenadas de mds a menos probables en el trio 3.

En el Trio 4, ASH2L fue el gen candidato (ASH2 Like, Histone Lysine Methyltransferase Complex
Subunit) con una variante homocigota recesiva. Este gen esta asociado con enfermedades como
la alacrimia, acalasia y sindromes asociados con retraso mental. Entre sus vias relacionadas, se
encuentra la estimulacion de PKN1 (Protein Kinasa N1), que se encarga de la transcripcion de
genes regulados por receptores de andrégenos, KLK2 (Kallikrein Related Peptidase 2), KLK3
(Kallikrein Related Peptidase 3) y las PKMT (protein lysine methyltransferase) (Li et al., 2016a).

Entre las variantes de novo, se encontré para este trio una variante en KRT6B (Keratin 6B), la
proteina codificada por este gen es miembro de la familia de genes de la queratina. Las
citoqueratinas de tipo Il son proteinas dispuestas en pares de cadenas heterotipicas expresadas
durante la diferenciacién de tejidos epiteliales simples y estratificados (Guo et al., 2014). Para
los INDELs, UFSP1 (UFM1 Specific Peptidase 1) fue el gen candidato determinado. Este gen
codifica una proteina similar a otras proteasas especificas de UFM1. Los estudios en ratones
determinaron que UFSP1 libera UFM1 (Ubiquitin-fold modifier 1 precursor) de sus complejos
conjugados, lo que también lo convierte en una forma activa (Sung et al., 2007).

Nuevamente, en este probando se identificé una CNV en el gene CCDC50 (Coiled-Coil Domain
Containing 50), gen conocido por asociarse a hipoacusia neurosensorial progresiva (DFNA44)
(Modamio-Hgybjgr et al., 2007, 2003). En la Tabla 32, se encuentran ordenadas las variables
candidatas segun su grado de probabilidad.

En este trio, se ha priorizado la variante homocigota ASH2L, por tener menor frecuencia alélica
y por tener mayor CADD en comparacién con el resto de variantes candidatas.

ACMG LI MAF
Gen Tipovariante  Herencia Posiciéon (Hg19) CADD ACMG o
score  score NFE
SNV 8:37963081- Uncertain 104
ASH2L homocigota Recesiva 37963081 23.4  Significance (PM2 3 ——
en homocigosis
G>C +PP3)
KRT6B Heterocigota Dominante 12:52845683- 17 Benign 6 0 4x104
de novo 52845683 (PS2 +BS1 +BS2 + en heterocigosis
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A>G BP4 + BP7)

7:100486696-

i0 Likely Path i
UFSPL — Insercion ) @ hante 100486696  22.6 Ky Pathogenic
heterocigota (PS4 + PM2 + PP3)
T>TC
Homocigota 3:191060000 Uncertain
ccDes0 CNVg Dominante o 0 15.4 Signift:znpz(a) (PM2

2x103
en heterocigosis

0
en homocigosis

Tabla 32. Variantes candidatas ordenadas de mds a menos probables en el trio 4.
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En el Trio 5, la variante encontrada fue una variante de novo con cambio de sentido en el gen
TRAIP (Traf Interacting Protein), el cual se expresa en las CCl, CCE y células de los pilares (Tabla
33). Aunque esta variante tiene una frecuencia alélica en poblacién europea que es superior a
la prevalencia de EM esporadica, tiene una MAF muy baja en la poblacién espaiola, que podria
explicar el fenotipo. Este gen codifica una proteina que contiene una regiéon ‘ring’ N-terminal
con un dominio en espiral. Una proteina murina similar interactiia con el factor 1 asociado a
TNFR (TRAF1), el factor 2 asociado a TNFR (TRAF2) y la cilindromatosis. La interaccion con TRAF2
inhibe el factor nuclear kappa-B mediado por TRAF2, por lo que se activa la subunidad 1
necesaria para la activacion celular y la proteccion frente a la apoptosis (Harley et al., 2016; Wu
etal., 2019).

Tipo . Posicion ACMG pLl MAF
Gen Herencia CADD ACMG
variante (Hg38) score  score NFE
Heterocigota 3:49832729 Uncertain 2.8x102
TRAIP De nolfo Dominante -49832729 24 Significance 3 0 en
A>G (PS2 + BP4) heterocigosis

Tabla 33. Variante candidata en el trio 5.

En el trio 6, se encontrd Unicamente una variante en el nimero de copia involucrando al gen
KMT2C (Lysine Methyltransferase 2C). Este gen se expresa tanto en las CCl, CCE, células de
Deiters, y células de los pilares. Este gen codifica una proteina nuclear con un dominio de
unién al ADN de tipo AT, un dominio SET y un dominio postSET. Esta proteina es miembro del
complejo ASC-2/NCOA6, que posee actividad de metilacion de histonas y participa en la
coactivacion de la transcripcion (Li et al., 2016b; Faundes et al., 2018). Ademas, este gen es
conocido por ser expresado en la stria vascularis. En la Tabla 34, se muestran las caracteristicas
de dicha variante.

Tipo . Posicion CAD ACMG LI MAF
Gen .p Herencia ACMG P
variante (Hg38) D score  score NFE
Uncertain 0.01
. . 7:152400000 L

KMT2C  Heterocigota Dominante 11 Significance 1 1 en
-152410000 L
CNV (BP4) heterocigosis

Tabla 34. Variante candidata en el trio 6.
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Conclusiones

1. Los pacientes con Enfermedad de Méniére (EM) esporadica de inicio precoz tienen una
mayor prevalencia de migrafia que los pacientes con EM de inicio tardio.

2. La migrafa no esta asociada a ningun perfil de citoquinas en pacientes con EM.

3. Los niveles de CCL18, CCL3 y CXCL4 varian entre pacientes con EM, migrafia y controles
y podrian utilizarse para su diagnostico.

4. Lla enfermedad de Méniere esporddica de inicio precoz podria explicarse mediante un
modelo de herencia recesivo homocigoto.

5. El modelo de herencia recesivo homocigoto para variantes de un solo nucleétido con
cambio de sentido se ha identificado para los genes SH3GL1 y LPCAT2.

6. El modelo de herencia recesivo homocigoto para variantes de un solo nucleétido sin
cambio de sentido se ha encontrado para los genes RANBP9 y ASH2L.

7. Los pacientes con EM de inicio precoz presentan variantes heterocigotas de novo de
un solo nucledtido, asi como variaciones en el nimero de copias heterocigotas de novo
gue segregan el fenotipo en el analisis de trios.
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Conclusions

1. Patients with early onset sporadic MD have a higher prevalence of migraine than
patients with late onset MD.

2. Migraine is not associated with any cytokine profile in MD patients.

3. Level of CCL18, CCL3 and CXCL4 vary between patients with MD, migraine and
controls. This could be used as a tool for the diagnosis.

4. Early onset sporadic MD could be explained by a homozygous recessive inheritance
model.

5. Homozygous recessive model of inheritance for missense single nucleotide variants
has been identified for SH3GL1 and LPCAT2 genes.

6. Homozygous recessive model of inheritance for non-missense single nucleotide
variants has been identified for RANBP9 and ASH2L genes.

7. Patients with early onset MD have single nucleotide de novo heterozygous variants as
well as de novo heterozygous copy number variations that segregate the phenotype in
threesome analysis.
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Material suplementario
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) Ccsvs gnomAD
Tipe ) . . gnomAD ACMG | pHl
Gen . Genotipo Origen Posicion (Hgl9) s CsvVs N2 gnomAD N2 CADD ACMG
variante b o NFE o score | score
homocigotos homacigotos
N 1: 214498014 Uncertain
on : -
SMYD2 . INDEL Significance
frameshift Materno 214498016 rs778692186 | 0.003 0 0 0 0 50 -1 0
. heterocigoto (PM4+PP3 +
deletion GAA>-
BS1)
Non 3:39188103. Likely
CSRNP1 ) INDEL : } pathogenic
frameshift ) Materno 39188105 rs748236739 | 0.002 0 0.0001 o] 0 15 7 0.34
deletion heterocigoto GAGs (PS4 +PM2 +
PP3)
MNon INDEL 9:20414341- Uncertain
MLLT3 | frameshift het ot Paterno 20414343 rs767180736 0 0 0 22.5 | Significance 3 1
deletion | "Ererociecte CTA>- (PM2 + PP3)
Non INDEL 15:23086365- Benign
NIPAL | frameshift het ot Paterno 23086367 rs531550505 | 0.002 0 0 18.89 | (PP3 + BALl+ -8 0.01
deletion | oo OCBOO GCC>- BPG + BP3)
Non 16:72992582- Uncertain
i INDEL 72992596 Significance
ZFHX3 frameshift Materno rs376713069 1] 0 0.0008 0.0009 1 228 -1 1
) heterocigoto TCTTCCTCCTCCTCT> (PM4 + PP3 +
deletion BS1)

Tabla suplementaria 1. Estudio de |
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Nimero

Posicion (Hg19) de copias Gen
chrl 121110000 121130000 4 ANKRD20A8P
chrl 121140000 121150000 4 ARHGEF34P.ARHGEFS,CTAGE4,CTAGES,LOC101928605,0R2A1,0R2A1-A51,0R2A20P,0R2A42,0R2A5P
chr2 95470000 95530000 3 C220rf42
chr2 131310000 131320000 3 CBWD3,CBWDS5,FOXDAL3, FOXDALA, FOXDA4L5,L0C101928381
chr3 197830000 197850000 3 CCDC144B
chrd 9370000 9380000 3 CFCL.CEC1B,POTEJ,PRSSA0A PRSS40B
chrs 69600000 69620000 3 CTAGES,ENPP3,0R2A4
chré 29760000 29790000 3 CXADRP2,MIR3118-2,MIR3118-3,MIR3118-4,MIR5701-1,MIR5701-2,MIR5701-3, NF1P2,POTEB,POTEB2,POTEB3
chré 132020000 132030000 3 FAM157A,FAM157B
chr7 34830000 34840000 3 FAMZ230F,LOC102725072
chr7 100540000 100640000 3 FAM230G,FAM230!
chr7 143540000 143550000 4 FAM230H,GGT2,L0C102724728,POM121L8P
chr7 144070000 144080000 3 FAMB6A,LOC649352
chr7 158380000 158390000 3 GOLGASBF,GOLGASG,HERC2P11,L0C100132202,MIR4509-1,MIR4509-2,MIR4509-3
chrg 12230000 12250000 3 GUSBP3
chr9 70180000 70940000 3 HCG4,HLA-V
IGHV10R15-1,IGHV10R15-3, LINC02203,L0C101927079, LOC102724760,L0C105369274,
chri1 89620000 89630000 3 —
LOCH42131, MIR1268A,0R4M2,0R4N3P,OR4N4, REREP3
chri4 52990000 53000000 3 LINC01022,MIR5707,PTPRN2
chr15 22030000 22040000 3 MIR8078,ROCK1P1
chr15 225590000 22650000 4 MUC12,MUC3A
chrl5 28840000 28850000 3 NPSR1,NPSR1-AS1
chri6 6680000 6690000 3 PDXDC1
chri6 15120000 15130000 3 RBFOX1
chr17 18510000 18520000 4 RBMY1A1,RBMY1B,REMY1D,REMY1E
chr18 100000 120000 64 SRGAP2-AS1,SRGAP2B,SRGAP2C,SRGAP2D
chr22 18800000 18870000 3 SRGAP2-AS1,SRGAP2ZB,SRGAP2C,SRGAP2D
chr22 20630000 20650000 3 TCAF1
chr22 21570000 21670000 3 TRIMASD1,TRIMA49D2, TRIMS1EP, TRIMGAB
chr22 32540000 32550000 4 TXNDC16
chrX 1200000 1210000 2 USP17124,USP17125,U5P171L26,USP17L27,U5P171L28,USP17L29,USP171L30,USP17L5,USP17L6P,USP17L9P

Tabla suplementaria 2. Variantes con incremento en el nimero de copia observadas en el Trio 1y genes cercanos al locus determinado.
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Nimero de

Posicidn (Hgl9) , Gen
copias

chrl 147420000 | 147430000 1 GPR89B,LOC100505824,L0C101927468,NBPF11,NBPF19,PDEADIPP1,PDZK1P1
chrl 196720000 | 196730000 1 CFHR1,CFHR3
chr3 191060000 | 191070000 1 CCDC50
chrs 69670000 69680000 1 GTF2H2,GTF2H2B,GUSBP3,5MAS
chrs 69770000 69780000 1 GTF2H2,GTF2H2B,GUSBP3,5MAS
chré 32610000 32650000 1 HLA-DQA1,HLA-DQB1,HLA-DQB1-AS1
chr7 72530000 72580000 1 GTF2IP1,GTF2IP4,SPDYEL0P
chr7 74580000 74640000 1 CASTOR2,GTF2IP1,GTF2IP4,NCF1C,PMS2P5,PMS2P7,5PDYE10P,SPDYE11,5PDYE13P,SPDYE14P,SPDYE15P,SPDYEL7,SPDYESP
chr7 143410000 | 143420000 1 TCAF2,TCAFZP1
chrg 41970000 41990000 1 FGF7P3
chr10 17770000 17780000 1 MIR511,MRC1, TMEM236
chr12 99790000 99810000 1 ANKS1B
chri4 35600000 35620000 1 KIAAD391
chrl5 21190000 21210000 1 FAM30C,LINC01193
chrls 21240000 21250000 1 FAM30C,LINC01193
chr1s 22650000 22730000 1 GOLGABDP,MIR4509-1,MIR4509-2,MIR4509-3
chrl6 14780000 14850000 1 NPIPA2,NPIPA3,PLA2G10
chrl6 28700000 28720000 1 EIF3C
chr17 34500000 34510000 1 CCL3L1,CCL3L3,CCLALL, CCLAL2,TBCID3G,TBC1D3H
chr17 34570000 34590000 1 CCL3LL,CCL3L3,CCLALL, CCLALZ TBCID3G, TBC1D3H
chr17 34670000 34790000 1 CCL3LL,CCL3L3,CCLALL, CCLALZ TBCID3G,TBC1D3H
chr20 1550000 1560000 1 SIRPB1
chr20 52650000 52660000 1 BCAS1

Tabla suplementaria 3. Variantes con pérdida en el niimero de copia observadas en el Trio 1y genes cercanos al locus determinado.
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) _— CsVs gnomAD
Tipo i . Posicion gnomAD ACMG pLL
Gen i Genotipo Origen rs. CsVs N2 gnomAD Ne CADD ACMG -
variante (Hg19) . o NFE - score | score
Homocigotos homocigotos
frameshift INDEL 3:108118023- 0 o Uncertain
MYH15 | insertion het izot Paterno 108118025 | rs753407125 0 0 0 22 Significance 3 0
eterocigoto
g TCT>. (PM2 + PP3)
o . Benien
Exénic Cambiod 3:108188993- T
MYH15 | T 2 amoIo e Materno rs9868484 | 0.611 0 0.6116 | 0.7287 57093 22.9 | (BA1+BS3+ 9 0
sentido 108188993 G=A BP1)
framashift INDEL 13:20426142- Likely Benign
ZMYMS5 . . h | Paterno 20426142 rs112044779 0.002 0 0.0013 0.0011 1 253 (PS4 + PP3 + 0 0
insertion eterocigoto SCAT B51 + BP3)
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Posicién (Hg19) Nimero de copias Gen
chr9 69410000 69540000 3 ANKRD20A4,ANKRD20A4-ANKRD20A20P,LOC105379252
chr2 98120000 98140000 3 ANKRD36B
chr22 22620000 22670000 3 BMS1P20
chr22 32540000 32550000 4 C220rf42
chr13 108340000 108350000 3 FAMI155A
chrls 28750000 28850000 3 GOLGASF,GOLGASG,HERCZP11,L0C100132202
chr5 69510000 59520000 3 GUSBP3,5MA4
chrll 130000 140000 3 LINC01001
chrlg 21410000 21510000 3 LOC100190986,NPIPB3,5MG1P3
chré 19770000 19780000 3 LOC100506885
chrg 12340000 12360000 3 LOC100506990,L0C729732
chrl9 28300000 28310000 3 LOC101927151
chrl 148560000 148670000 3 NBPF15,NBPF25P
chrl 144510000 144520000 4 NBPF19,NBPF20
chrid 20420000 20430000 3 OR4K1.0R4K2,0R4K3,0R4K5,0R4M1,0R4N2,0R4Q3
chri1 70210000 70220000 3 PPFIAL
chr7 157940000 157950000 5 PTPRN2
chril 89650000 89660000 3 TRIM49D1,TRIMA49D2

Tabla suplementaria 5. Variantes con incremento en el nimero de copia observadas en el Trio 2 y genes cercanos al locus determinado.
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Posicién (Hg19) Nimero de copias Gen

chrl 0 100000 1 AFG1L

chrl 13110000 13320000 1 ANKS1B

chrl | 147700000 | 147710000 1 ARL17A,ARL17B,LRRC37A,NSFP1

chr3 195500000 | 195520000 1 ARL17A,ARL17B,NSF,NSFP1

chr5 68870000 68920000 1 BMS1P14,FAM27E3,LOC102723709,L0C102724580,L0C105379807

DDX11L1,FAM138A,FAM138F,LOC102725121,MIR1302-10,MIR1302-11,MIR1302-2,MIR1302-9,MIRE859-1,

chré 53930000 55940000 t MIR6859-2,MIR6859-3,MIR6859-4,0R4F5, WASHTP

che6 | 108610000 | 108620000 1 DEFB109A,DEFB130A,DEFB130B,FAM6E6A,FAMEED,FAMB5A,FAMBEB1,FAMBGB2,FAMI0A25P,FAMS0A2P,
LOC100506990,10C392196,L0C649352,U5P1712,USP17L7,ZNF705D

chrg 8050000 8060000 1 DEFB109A,DEFB130A,DEFB130B,FAMG6A,FAM6G6D,FAMB5A,FAMB6B1,FAMB6B2,FAMI0A25P,FAMI0AZP,
LOC100506990,10C392196,L0C649352,U5P1712,USP17L7,ZNF705D

chr8 11970000 12150000 1 DEFB109A,DEFB130A,DEFB130B,FAMG6A,FAM6G6D,FAMB5A,FAMB6B1,FAMB6B2,FAMO0A25P,FAMI0AZP,
LOC100506990,L0C392196,L0C649352,USP1712,USP17L7,ZNF705D

chr8 12290000 12320000 1 DNM1P41,GOLGABLSP,LOC102724034,10C103171574

chr8 12330000 12340000 1 FAMB85B,FAMBGB3P

chr9 45480000 45600000 1 GPR89B,LOC100505824,L0C101927468,NBPF11,NBPF19,PDEADIPP1,PDZK1P1

chr9 67320000 67350000 1 GTF2H2C,GTF2H2C_2

chril 4970000 4980000 1 KLRC1,KLRC2,KLRC3

chri1 89660000 89630000 1 LINC01138,L0C100132057,MIRGOT77

chril | 89760000 89830000 1 LOC107984035

chril | 125070000 | 125090000 1 MIR1270,ZNF826P

chri2 10570000 10580000 1 MLIP

chr12 | 99790000 99810000 1 Muca

chrl5 | 84960000 85050000 1 OR51A2

chrl? | 44560000 44570000 1 PKNOX2

chr1? | 44640000 44650000 1 TRIM49C,UBTFL1

chr19 | 20500000 20600000 1 TRIM49D1,TRIMASD2, TRIMS1EP, TRIM64

Tabla suplementaria 6. Variantes con pérdida en el nimero de copia observadas en el Trio 2 y genes cercanos al locus determinado.
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) CsVs gnomAD
G Tipo Genoti ori Pasicién (Hgl9) csvs Ne ap | EMOmAP Ne CADD ACMG ACMG | gl
en | oiante enotipe rigen |Posicién (Hg: Is. ke gnom. NFE 2 score | score
Homocigotos homecigotos
. 1:117150617- Uncertain
Heterocigota | Materno y o
IGSF3 | Exénica 117150617 | rs199735707| O 0 0.00006769 | 0.00003526 0 26.4 | Significance (PM2| 3 0.26
compuesta paterno
A=G + PM3 + BP1)
Het g0t 1:117156584- Likely Benign (PM2
IGSF3 | Exgpica | emc'g: | Materno | 117156584 | rs143106517| O 0 0.000003982|0.000008816 0 247 | +PM3+BPL+ 2 | 026
compuesta C apa)
) 1:117150736- Likely Benign (PM2
L. Heterocigota | Materno y
IGSF3 Exonica 117150736 rs61786589 | 0.006 0 0.000007963 0 0 2.04 +PM3 + BP1 + 2 0.26
compuesta | paterno
G BP4)
Heterocizota ws3zastas- | p——
KRT18 | Exdnica. & Paterno 53343148 | 0.012 0 0.000004083 0 0 8.43 | Significance (PM2 3 0.73
compuesta
C=G + PM3 + BP4)
. 12:53343209- Likely Pathogenic
L. Heterocigota | Materno y
KRT18 | Ex¢nica " N 53343209 rs79346135 | 0.008 0 0.000004049 0 0 244 (PM1+ PM2 + 7 0.73
compuesta | paterno oA PM3 + PP3)
. 12:53343225- Likely Pathogenic
L. Heterocigota | Materno y
KRT18 | Exénica 53343225 | rs1397020078| 0.006 0 0.000003591 0 0 235 | (PM1+PM2+ 7 0.73
compuesta | paterno
T PM3 + PP3)
Het ieota | Mat 12:53343231- Likely Pathogenic
KRT18 | Exépica | emc'g: 2 atemo Y| 53343231 |rs1434510693 0.004 0 0.000004044 0 0 203 | (PM1+PM2+ 6 | 073
compuesta | paterno G>C PM3 + PP3 + BP6)
. 12:53343265- Likely Pathogenic
L. Heterocigota | Materno y
KRT18 | Exénica . ) 53343265 |rs1273250739| 0.003 0 0.000008088 0 0 229 | (PM1+PM2+ 6 073
compuesta | paterno A PM3 + PMS5 + BP4)
Het izota | Mat 12:53343007- Uncertain
KRT1S | Exdnica | o oceowd | VMOV | 3303007 | rs79476176 | 0.016 0 0 0 0 26.36 | Significance(PM3| 3 | 073
compuesta paterno CoA +pP3)

Tabla suplementaria 7. Estudio de SNV heterocigotos del Trio 3
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Posicié CsVs AD gnomAD ACMG !
Gen |Tipovariante| Genotipe | Origen osicion . csvs Ne gnomap | ™™ N2 CADD | ACMG el
(Hg13) - o NFE - score | score
Homocigotos homocigotos
17:36486035- i
frameshift INDEL Pathogenic
GPR179 Materno 36486038 rs775455243 0 0 0.000004371| 0 0 16.41 [ (PVS1+PM2+ 11 0
deletion heterocigoto
ACTC>- PP3)
20:61448935- N
frameshift INDEL Pathogenls
COL9A3 . Paterno 61448935 0 0 0 0 0 22.3 | (PVS1+PM2+ 11 0
heterocigoto -C pP3)

Tabla suplementaria 8. Estudio de |N
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Posicién (Hg19) lelmelro Gen
de copias
chr2 92220000 92290000 3 ACTR3BP2
chri0 38890000 39070000 3 ACTR3BPS
chr9 67800000 67970000 3 ANKRD20A1,ANKRD20A3
chr7 144070000 144080000 3 ARHGEF34P,ARHGEFS,CTAGE4,CTAGES,LOC101928605,0R2A1,0R2A1-A51,0R2A20P,0R2A42,0R2A7,0R2A9P
chrld 19700000 19710000 4 BM51P17,BMS1P18,BMS1P22,DUXAP10,DUXAPS
chr17 16740000 16750000 3 CCDC144A,FAM106CP,KRT16P2, KRT17P1,USP32P1
chrg 43390000 43930000 3 CNTNAP3B,CNTNAP3P2,FAM74A7,SPATA31A6
chr1d 19660000 19670000 4 DUXAP10,DUXAPS
chré 170680000 170690000 3 FAM120B
chr22 21540000 21570000 3 FAM230B,FAM230H,GGT2,L0C102724728,POM121L8P
chr22 18820000 18830000 3 FAMZ230E,FAM230F,GGT3P,LOC102725072
chr22 20680000 20700000 20 FAM230G
chr22 20650000 20660000 31 FAM230G,FAM230]
chr9 45990000 46120000 3 FAM27E2
chrd 190830000 190840000 3 FRG1-DT
chris 22590000 22750000 s IGHV10R15-1.IGHV10R15-3,L0C101927079,L0C102724760,L0C105369274,L0C642131, MIR1268A,
MIR4509-1.MIR4509-2,MIR4509-3,0R4N3P,0R4N4,REREP3
chr7 64680000 646950000 3 INTS4P1
chrl 215380000 215390000 11 KCNK2
chri5 22180000 22290000 3 LINC02203,L0C10192707%
chré 860000 870000 3 LOC101927691
chr5 70080000 70090000 3 LOC101929599,L0C653080
chr17 18960000 19010000 3 LOC388436,L0C79999
chr7 76670000 76690000 3 PMS52P9,5PDYELS
chrY 23710000 23720000 2 REMY1A1,RBMY1B,REMY1D,RBMY1E
chr17 81170000 81180000 3 RPL23AP87
chrd 0 70000 10 ZNF595,ZNF718

Tabla suplementaria 9. Variantes con aumento en el nimero de copia observadas en el Trio 3 y genes cercanos al locus determinado
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Numero

Posicion (Hgl9) de copias Gen
chrl 13120000 13320000 1 ACTG1P4,AMY1A,AMY1B,AMY1C,AMY2A,AMY2B,LOC101928436,RNPC3
chrl | 103780000 | 103790000 1 ACTG1P4,AMY1A,AMY1B,AMY1C,AMY2A,AMY2B,LOC101928436,RNPC3
chrl | 104000000 | 104310000 1 ARL17A,ARL17B,NSF,NSFP1
chrl | 152550000 | 152590000 0 BMS1P14,FAM27E3,L0C102723709,L0C102724580,L0C105379807
chr3 98410000 98420000 1 CCDC1448,FAM106A,KRT16P1,KRT17P2,LGALSSC,USP32P2
chr3 | 195370000 | 195390000 1 DEFB104A.DEFB104B,DEFB105A,DEFB105B,DEFB106A,DEFB106B,DEFB107A,DEFB1078,FAMI0AL0P,FAM90ATP,PRR23D1,PRR23D2,5PAG11B
chré | 53930000 53940000 1 ERC1
chr6 | 79520000 79530000 1 FAM74A1,FAM74A3,FAM74A6,L0C105379450,5PATA31A3,5PATA31A5,SPATA31AT, ZNF658,ZNF658B
chr7 | 141770000 | 141800000 1 FRMPD2
HNRNPCL1,HNRNPCL2,HNRNPCL3,HNRNPCL4,LINCO1784,PRAMEF1,PRAMEF10,PRAMEF11,PRAMEF13,PRAMEF14,PRAMEF15,
chrg 7620000 7640000 1 PRAMEF17,PRAMEF18,PRAMEF19,PRAMEF2,PRAMEF20,PRAMEF22,PRAMEF25, PRAMEF26, PRAMEF27, PRAMEF33, PRAMEF34P,
PRAMEF36P,PRANMEFA, PRAMEFS,PRAMEFG,PRAMEF7,PRAMEFS,PRAMEF9
chr9 40640000 40830000 1 LCE3B,LCE3C,LCE3D
chrg 45480000 45680000 1 LINC01198,L0C112268117
chr9 45920000 45990000 1 LINCO2402
chro 46910000 46960000 1 LOC105374297,SDHAP2
chr9 67310000 67320000 1 LOC107984035
chrl0 | 49270000 49290000 1 LOC729305
chril | 134600000 | 134610000 1 MGAM
chri2 1190000 1200000 1 MIR1270,ZNF826P
chrl2 | 43020000 43030000 1 MLIP
chrX | 52500000 52570000 0 XAGE1A XAGE1B,XAGE2

Tabla suplementaria 10. Variantes con pérdida en el nimero de copia observadas en el Trio 3 y genes cercanos al locus determinado

103




CsVS gnomAD
: ) . . L csvs gnomAD_ ACMG gLl
Gen Tipo variante [ Genotipo Origen | Posicion (Hg19) s . Ne gnomAD N2 CADD ACMG -
- Frecuencia o NFE o score | score
homocigotos homocigotos
R 5:96121571- Uncertain
frameshift INDEL L
ERAP1 deleti het oot Materno 96121574 rs566514039 0.004 0 0,0014 0,0018 0 22.8 | Significance (P54 + 1 0
eletion | heterotigoto CAGT>C PP3 +BS1)
7:100486696-
frameshift INDEL Likely Pathogenic
UFSP1 ) ) R Paterno 100486696 rs763916652 0 0 0 0,0002 0 226 7 0.03
Insertion heterocigoto (PS4 + PM2 + PP3)
,,,,,,,,,, TTC
f hift INDEL 11:59382887- Uncertain
i
OSBP JJORI&:QS het ot Paterno 59382887 rs1368702079 0 0 0.0003 0 0 21.3 | Significance (PM2 + 5 1
ion eterocigoto
Weerion, € 5CGCCCGAGET PM4 + PP3)
Tabla suplementaria 11. Estudio de INDELs del Trio 4.
. Csvs gnomAD i
. i . i Posicidn csvs gnomAD_ ACMG Pli
Gen Tipo variante | Genotipo Origen Is . N gnomAD N2 CADD ACMG o
(Hg19) e Frecuencia N NFE ; score score
homocigotos homaocigotos
. INDEL X:2835999- Uncertain
nenframgshift . onifi
ARSD deletl heterocigoto | Paterno 2835999 rs113556864 0 0.001 0 0 0 8.99 Significance 1 0
SO Jigado al X CCACGCCGGS- (PM4 + BP4)

Tabla suplementaria 12. Estudio de |
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Numero

Posicién (Hg19) de copias Gen
chr1 96510000 96520000 4 ANKRD36C
chr2 47520000 47550000 3 ASNSP1
chr2 131410000 131420000 3 CFC1.CFC1B,POTE),PRS540A,PRS540B
chr2 126670000 126680000 3 CTBP2,ZRANB1
chr2 35310000 35320000 3 CuL2
chr3 114320000 114330000 3 DDX11L2,EAM138B,MIR1302-3,PGM5P4,WASH2P
chr3 213050000 213060000 4 ERBB4
che3 20880000 20940000 3 FAM30C,LINCO1193,LINC02203,MIR3118-2,MIR3118-3,MIR3118-4,MIR5701-1,MIR5701-2,MIR5701-
3.NBEAP1,NF1P2,POTEB,POTEB2,POTEB3
chrd 11980000 12080000 4 FAMB6D,L0C392196,U5P17L2,USP17L7
chrd 46510000 46560000 3 FGF7P6,LINC0O1189,L0C103908604,L0C103908605
chrd 23490000 23510000 3 GOLGAGL22,GOLGABEP,HERC2P7
chrs 28750000 28850000 3 GOLGASF,GOLGABSG,HERC2P11,L0C100132202,MIR4509-1, MIR4509-2, MIR4509-3
chrs 68920000 68940000 3 GUSBP3
chré 215380000 215350000 5 KCNK2
chré 55280000 55300000 3 KIR2ZDL1,LOC101928804
chr7 18300000 18310000 3 KRT17P5,LINCO2076
chr8 54730000 54750000 4 LILRAG,LILRB3
chr8 7140000 7150000 3 LINCO0965
chr8 28300000 28310000 3 LOC101927151
chrg 19520000 19530000 4 MALRD1
chr19 48330000 48340000 4 ORA4C3,0R4C45,0R4C5
chr19 195670000 195690000 3 SDHAP1
chr19 195720000 195730000 3 SDHAP1
chr22 132680000 132690000 3 SNHG27
chrY 34570000 34590000 3 TBC1D3G,TBC1D3H

Tabla suplementaria 13. Variantes con aumento en el namero de copia observadas en el Trio 4 y genes cercanos al locus determinado.
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Posicién (Hg19) imero Gen
de copias

chrd 75320000 75330000 1 AREG
chr3 191060000 191070000 1 CCDC50
chr19 170000 180000 1 FAM138A,FAM138F,MIR1302-10,MIR1302-11,MIR1302-2,MIR1302-9,0R4F17,WASH5P
chrs 59210000 69360000 1 GUSBP3,LQC653080,5ERF1A,SERF1B,SMA4,SMN1,5MN2
chrs 59550000 69560000 1 GUSBP3,LQC653080,5ERF1A,SERF1B,SMA4,SMN1,5MN2
chr22 21750000 21810000 1 HIC2,PI4KAP2,RIMBP3B,RIMBP3C, TMEM191C,UBE2L3
chr17 20350000 20440000 1 KRT16P3,LGALS9B,NOS2P3
chrg 12320000 12330000 1 LOC1005065990
chr9 45670000 45680000 1 LOC107984035
chr17 77500000 77620000 1 RBFOX3
chr3 53030000 53040000 1 SFMBT1
chr19 52130000 52150000 1 SIGLEC14,5IGLECS
chr19 19830000 19840000 1 ZNF14

Tabla suplementaria 14. Variantes con pérdida en el nimero de copia observadas en el Trio 4 y genes cercanos al locus determinado.
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Nimero

Posicion (Hg38) de copias Gen
chr2 | 32.910.000 32.920.000 47 LINCO0486
chr3 75.660.000 75.670.000 31 FRG2C
chrd 5.310.000 5.320.000 23 STK32B
chr4 | 150.480.000 | 150.490.000 15 LRBA
chr4 | 168.150.000 | 168.160.000 13 ANXALD
chrd | 175.630.000 | 175.640.000 10 GPMBA
chr? 100.950.000 | 100.960.000 10 MUC3A
chr8 85.720.000 85.830.000 13 REXO1L2P
chr9 63.810.000 63.830.000 10 LINCO0537,MIR4477A,MIRA477B
chr9 67.720.000 67.730.000 10 FAMZ27B
chr18 100.000 110.000 225 ROCK1P1
chrig 110.000 120.000 51 MIR8078,ROCK1P1
chrig 53.420.000 53.430.000 19 DCC

LOC100507412,MIR3648-1,MIR3648-2, MIR663A,MIR6724-1, MIR6724-2, MIR6724-3,MIR6724-
chr2l 8.200.000 8.260.000 112 4,RNA185SN1,RNA185N2,RNA18SN3,RNAIBSNA, RNA1BSNS,RNA285N2,RNA285N5,RNAASSNZ, RNAS-85N1,RNAS-85N2, RNAS-
BSN3,RNA5-85N4,RNAS-85N5
LOC100507412,MIR10396A,MIR10396B,MIR6724-1, MIR6724-2, MIR6724-3,MIR6724-
chr21 8.380.000 8.470.000 122 4,RNA185N1,RNAL1BSNZ RNA18SN3,RNA185N4,RNALESNS,RNA2ZBSNT, RNAZESN2, RNA28SN3, RNA28SNS, RNA4SSNL, RNALASSN3, RNALSS
N5,RNAS-85N1,RNA5-85N2,RNA5-85N3,RNAS-85N4, RNAS-85N5

chr22 | 11.850.000 11.940.000 10 LOC102723769
chr22 18.730.000 18.740.000 60 FAM230E
chr22 18.890.000 18.900.000 63 FAM230F

Tabla suplementaria 15. Variantes con aumento en el nimero de copia observadas en el Trio 5 y genes cercanos al locus determinado.
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Namero

Posicién (Hg38) de copias Gen
chr9 39.150.000 39.340.000 1 CNTNAP3
chr21 13.040.000 13.160.000 1 ANKRD30BP2
chry, 56.890.000 57.227.415 0 DDX11L16,IL9R,SPRY3,VAMPY, WASIR1
chry 56.890.000 57.227.415 0 DDX11L16,IL9R,5PRY3,VAMP7,WASIR1

Tabla suplementaria 16. Variantes con perdida en el numero de copia observadas en el Trio 5 y genes cercanos al locus determinado.
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Ndmero

Posicion (Hg38) de copias Gen
chrl 2.650.000 2.660.000 11 TTC34
chrl 2.680.000 2.760.000 5 TTC34
chrl 13.220.000 13.250.000 3 PRAMEF18,PRAMEF22
chrl 16.500.000 16.560.000 3 LINCO1783,MIR3675,RNU1-1,RNU1-2,RNU1-3, RNU1-4, RNVU1-18
chrl 16.560.000 16.660.000 8 CROCCP2,MST1P2,NBPF1
chri 16.660.000 16.690.000 4 MIR3675,RNU1-1,RNU1-2 RNU1-3,RNU1-4, RNVU1-18
chri 16.690.000 16.770.000 6 ESPNP,MST1L,RNU1-1,RNU1-2,RNU1-3,RNU1-4, RNVU1-18
chrl 16.770.000 16.870.000 4 MIR3675
chrl 16.870.000 16.880.000 6 LOC112267871
chrl 16.880.000 16.950.000 3 CROCC,LOC105376805,RNU1-1,RNU1-2,RNU1-3,RNU1-4,RNVU1-18
chrl 145.290.000 145.390.000 3 NBPF20
chrl 146.980.000 146.990.000 5 NBPF12
chr1 148.540.000 148.560.000 4 NBPF14
chri 224.010.000 224.020.000 7 LOC100287457
chr2 32.910.000 32.920.000 40 LINCO0486
chr2 89.530.000 89.610.000 3 LOC107985911
chr2 89.610.000 89.810.000 4 LOC101927050
chr2 94.,190.000 94.280.000 4 BMS1P14
chr2 95.930.000 95.960.000 ANKRD36C
chr2 97.140.000 97.270.000 3 ANKRD36
chr2 109.190.000 109.200.000 5 SH3RF3
chr2 113.570.000 113.600.000 3 DDX11L2,FAM1388,MIR1302-3, WASH2P
chr2 130.560.000 130.660.000 3 CFC1,POTE],PRS540A,PRS540B
chr2 242.000.000 | 242.010.000 5 LINC01237,LOC285097
chr3 75.630.000 75.720.000 5 FRG2C,LINCO0960,MIR1324
chr3 75.720.000 75.750.000 3 MIR4273,ZNF717
chr3 75.750.000 75.760.000 5 ZNF717
chrd 168.150.000 168.160.000 4 ANXALOD
chr5 760.000 850.000 3 ZDHHC11,ZDHHC11B
chr5 21.470.000 21.500.000 10 GUSBP1
chr5 34.180.000 34.200.000 11 C1OTNF3,LOC646652
chr5 69.890.000 69.920.000 3 GUSBP14,GUSBP16,L0C101929599
chr5 70.770.000 70.790.000 5 GUSBP16,L0C101929599
chr5 71.200.000 71.240.000 4 GUSBP1,GUSBP16,GUSBPY
chré 260.000 380.000 3 DUSP22
chré 860.000 870.000 4 LOC101927691
chré 35.790.000 35.800.000 4 CLPS,CLPSL1
chré 160.590.000 160.630.000 4 LPA
chré 160.630.000 160.640.000 7 LPA
chr7 5.900.000 5.920.000 4 Cccz1
chr7 56.810.000 56.820.000 3 LOC401357
chr7 73.080.000 73.220.000 3 GTF2IP1,GTF2IP4,5PDYE10P,SPDYEL1,5PDYEL13,5PDYEL14,SPDYELS,SPDYELY, SPDYES
chr7 100.950.000 100.960.000 8 MUC3A
chr7 100.960.000 100.970.000 4 MUC12,MUC3A
chr7 102.480.000 102.680.000 4 POLR2J2,POLR2J3,RASA4,RASA4B,RASA4DP,SPDYE2,5PDYE2B,UPK3BL1,UPK3BL2
chr7 152.400.000 152.410.000 7 KMT2C
chr7 158.140.000 158.150.000 4 PTPRNZ2
chr7 158.590.000 158.600.000 4 LINC01022,MIR5707
chr8 7.250.000 7.290.000 3 FAMSDATP,LINCOO965
o | o | rssomn | R e
chrg 7.570.000 7.590.000 3 FAMS0ATP
chrg 7.760.000 7.770.000 4 FAMSO0AL0P

109




chrg 8.130.000 8.200.000 3 FAMBSS5E

chrg 12.170.000 12.230.000 3 FAMS5A,FAMB6B1,FAMS6B2, FAMI0AZP

chr8 12.500.000 12.540.000 3 LOC100506990,L0C729732

chrg 12.540.000 12.600.000 7 LOC100506990,L0C729732

chrg 57.200.000 57.220.000 5 LINCO1606

chrg8 85.640.000 85.830.000 17 REXO1L2P

chro 38.960.000 39.080.000 5 CNTNAP3

chr9 39.800.000 39.820.000 4 FGF7P3,GLIDR

chra 40.870.000 41.010.000 6 FRG1HP,MIR1299,PGM5P2

chro 41.010.000 41.110.000 4 FRG1HP,LOCA440896,PGNM5P2

chrg 41.110.000 41.210.000 3 CBWD5,CBWD6,FOXDALG,LOC440896

chro 41.210.000 41.310.000 6 MIR44A7TA MIRAATTB

chr9 41.310.000 41.970.000 3 CNTNAP3B,FAM242F,FAM27E2,LOC107984035
chrg 61.140.000 61.230.000 3 FAM74A1,FAM74A4, FAM74A6,5PATA31AS,5PATA31AT
chro 61.850.000 6£1.860.000 8 FAM27C

chr9 62.380.000 62.680.000 3 FGF7P6,LINC01189,L0C103908604,L0C103908605
chra 62.750.000 62.880.000 7 LERFS,LINC01410,L0C100132245, PTGER4P2-CDK2AP2P2
chr9 62.880.000 62.930.000 3 LERFS,LOC728673

chrg 63.260.000 63.410.000 3 AQP7P1,AQP7P3,LOC100996643,L0C105379443
chro 63.760.000 63.830.000 5 LINCO0537 MIR4477A,MIRA47TB

chr9 63.830.000 64.560.000 3 ANKRD20A4-ANKRD20A20P,FAM95B1,FLI43315,FRG1IP,LOC105379252
chra 65.650.000 65.750.000 3 CBWDS,FOXDAL4

chro 65.910.000 66.330.000 3 AQP7P3,FAMS5B1,GXYLT1P3,LOC105379252,L0C642929
chr9 67.270.000 67.440.000 3 CNTNAP3P2

chro 67.720.000 67.730.000 11 FAM27B

chri0 46.370.000 46.510.000 3 ANXABLL,FAM25BP,HNRNPA1P33,LINCOO842,NPY4R
chri0 46.520.000 46.560.000 5 GPRIN2

chrio 46.560.000 46.610.000 3 LOC101927699,5YT15

chri0 47.480.000 47.610.000 3 AGAPI,ANXAS BMS1P2 BMS1P2-AGAPY,CTSLP2, FAM25C,FAM25G
chr10 79.700.000 79.720.000 3 NUTM2B,NUTM2B-AS1

chr10 125.880.000 125.850.000 4 DHX32

chri0 125.850.000 125.900.000 7 FANKL1

chri0 125.900.000 125.910.000 4 FANKL1

chri0 125.910.000 125.930.000 3 FANKL1

chril 3.650.000 3.660.000 4 ART1

chril 56.700.000 56.710.000 3 OR9G1,0R8G9

chril 89.860.000 89.880.000 3 TRIMS51EP, TRIME4E

chril 124.910.000 124.,920.000 4 HEPACAM,HEPN1

chri2 8.210.000 8.240.000 3 FAMBEFP,FAMS0AL,LINCO2449

chri3 57.140.000 57.170.000 3 PRR20A,PRR20B,PRR20C,PRR20D,PRR20E

chrid 18.600.000 18.670.000 3 LINCO2297,0R11H12

chrid 18.960.000 159.160.000 3 BMS51P17,BMS1P18,BMS1P22, DUXAP10,DUXAPS,LNCRNA-ATB,LOC100508046,POTEM
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chrid 105.610.000 105.710.000 3 ELKZAP,MIR8071-1,MIRB0O71-2

chrid 106.460.000 106.450.000 4 LINCO0D221

chri5s 20.190.000 20.310.000 5 CHEK2P2

chri5s 20.350.000 20.420.000 b HERC2P3

chri5s 20.420.000 20.430.000 3 HERC2P3

chr15 20.550.000 20.640.000 3 GOLGABCP

chri5 21.300.000 21.390.000 3 CXADRP2

chri5s 22.220.000 22.550.000 3 GOLGABEP,HERC2, HERC2P2,HERC2P7,MIR1268A,REREP3
chri5s 24.330.000 24.,540.000 3 PWRN3

chri5s 28.450.000 28.500.000 3 MIR1268A,MIR4509-1,MIR4509-2,MIR4509-3
chri5s 74.070.000 74.090.000 4 GOLGAGBA

chri5s 75.260.000 75.290.000 3 GOLGABC,GOLGABD
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chri5 82.440.000 | 82.510.000 3 GOLGA2P10,L0C102724034,L0C727751
LOC100288162,MIR3179-1,MIR3179-2,MIR3179-3,MIR3179-4,MIR3180-1,MIR3180-2, MIR3180-3,MIR3670-1,MIR3670-2,
chri6 14.890.000 |  14.940.000 3 MIR3670-3,MIR3670-4, MIR6511A1,MIR6511A2,MIRG511A3,MIR6511A4, MIR6770-1,MIR6770-2,MIR6770-3,NOMO1,
NOMO3,NPIPA1,PKD1P3-NPIPA1
chri6 14.940.000 |  15.030.000 5 MIR1972-1,MIR1972-2,NPIPA1,PDXDC1,PKD1P3-NPIPAL
chri6 21.400.000 |  21.500.000 3 LOC100190986,NPIPB3,SMG1P3
chri6 21.500.000 |  21.580.000 1 MIR3680-1,MIR3680-2,RRN3P3,5LC7A5P2,SMG1P3
chri6 21.730.000 |  21.930.000 3 LOC100190986,NPIPB3,NPIPB4,NPIPES,0TOA,OTOAP1,RRN3,RRN3P1
chri6 22.440.000 |  22.610.000 3 LOC100190986,NPIPB5,0TOAPL,5MG1P1
6 9430000 | 29.540.000 R BOLA2,BOLA2-SMG1P6,BOLAZ B,Locs88242,LocZﬁézli,;gﬁiﬁgféufﬁiz, SLX1A,5LX1A-SULT1A3, SLX1B,SLX1B-SULT1A4,
hr1s 30190.000 | 30.290.000 3 BOLAZ, BOLA2B.LOC388242,L0C613038,NPIPE lzs!:fgila?éiﬁl&jmm SULT1A3,5LX1B, SLX1B-SULT1A4, SMG1PS5,
chri6 32.030.000 | 32.310.000 3 HERC2P4,L0C102723753,L0C390705,TP53TG3D
chri6 33.330.000 |  33.340.000 7 LOC105369266
chri6 33.490.000 |  33.730.000 3 LOC390705
chri6 33.750.000 |  33.830.000 3 ENPP7P13
chri6 34.160.000 | 34.180.000 5 MIR9901
chri6 70.120.000 |  70.170.000 5 LOC400541,PDPR
chri6 74.360.000 |  74.430.000 5 CLEC18B,LOC105376772,L0C283922,NPIPB15
chri7 16.750.000 | 16.840.000 4 CCDC144A,FAM106C,KRT16P2,USP32P1
chr17 21.290.000 | 21.310.000 a MAP2K3
chr17 21.670.000 |  21.840.000 3 KCNJ18
chri7 36.110.000 |  36.230.000 3 CCL3.CCL311,CCL3L3,CCLAL1,CCL4L2, TBCID3E, TBC1D3D, TBC1D3G, TRC1D3H, TBC1D3, TRCIDAL
chr17 37.840.000 |  37.980.000 3 TBC1D3D,TBC1D3H,TBC1D31, TBC1D3L
chri7 43.230.000 |  43.280.000 3 RNU2-1
chr17 43.280.000 |  43.290.000 7 RNU2-1
chr17 46.090.000 |  46.290.000 4 ARL17B,KANSL1,KANSL1-AS1
chr17 64.890.000 |  64.930.000 3 LRRC37A3
chris 100.000 120.000 138 MIR8078,ROCK1P1
chrio | azo00000 | azssoson | s | AR ADSNAR CLSNAR CLSNAR CHSNAR CASNAR.CS o
chrig 50.090.000 |  50.140.000 7 SNAR-A10,SNAR-A11,5NAR-A14,5NAR-A3,SNAR-A4, SNAR-AS,SNAR-AG, SNAR-A7,SNAR-AS, SNAR-A9,SNAR-B1,SNAR-B2
chr20 28.570.000 |  28.650.000 3 FRGICP
chr20 29.050.000 | 29.100.000 7 FRG1DP
chr20 29.390.000 |  29.490.000 4 FRG1EP,FRG2EP,LOC105379477
chr20 29.490.000 |  29.520.000 7 FRG1EP
chr20 29.860.000 |  29.910.000 9 MIRA477A,MIR4477E
chr20 30.350.000 |  30.420.000 4 FRG1BP,MLLT10P1
chr21 7.860.000 8.200.000 3 LOC100507412
LOC100507412,MIR3648-1,MIR3648-2, MIR663A, MIR6724-1,MIR6724-2, MIR6724-3,MIR6724-4,RNA18SN1,
chr21 8.200.000 8.260.000 146 RNA185N2,RNA18SN3,RNA18SN4, RNATBSNS,RNA2BSN2, RNA28SNS, RNA45SN2, RNAS-8SN1,
RNAS-85N2,RNAS-8SN3,RNAS-85N4,RNAS-85N5
LOC100507412,MIR10396A,MIR10396B,MIR6724-1,MIR6724-2, MIR6724-3,MIR6724-4, RNATSSN1,RNA18SN2,
chr21 8.380.000 8.470.000 158 RNA18SN3,RNA18SNA,RNA18SNS, RNA28SN1,RNA28SN2, RNA2BSN3,RNA28SN5,RNA4SSNT, RNAASSN3, RNA4SSNS,
RNAS-8SN1,RNAS-85N2, RNA5-8SN3,RNA5-85N4,RNA5-8SN5
chr21 8.700.000 10.490.000 6 BAGE,BAGE?,BAGE3,BAGE4,LINC01667,L0C105379514,MIR10396A,MIR 103968, MIR3648-1, MIR3648-2,NCOR1P4, TEKTAP2
chr21 10.490.000 | 10.570.000 3 BAGE2,BAGE3,BAGE4, TPTE
chr21 10.570.000 | 10.870.000 7 TPTE
chr21 12.720.000 |  13.040.000 3 ANKRD30BP2
chr22 10,780,000 | 11.070.000 8 FRG1FP
chr22 11.260,000 | 12.960.000 6 LOC102723769
chr22 15.520,000 | 15.880.000 4 BMS1P17,BMS1P18,BMS1P22,DUXAP8,0R11H1,POTEH,POTEH-AS1,PSLNR
chr22 18,730,000 |  18.740.000 11 FAM230E
chr22 18.770.000 | 18.900.000 4 FAMZ230F,GGT3P,LOC102725072
AKAP17A, ANOS1, ARSD, ARSD-AS1, ARSF, ARSH, ARSL, ASMT, ASMTL,ASMTL-AS1,CD99,CD99P1,CRLF2,CSF2RA,DHRSX,
chek 270,000 9,400,000 , FAM239A, FAM239B,FAMIA, FAM9B,GTPBP6,GYG2,IL3RA,LINC00102,LINCO0106,LINCO0685, LINCO1546, LOC101928201,

LOC105373156,L0C389906,MIR3690,MIR4767,MIR4770,MIRG089,MIRE51, MXRAS,NLGN4X, P2RYS,PLCXD1,PNPLA4,
PPP2R3B,PRKX,PRKX-AS1,PUDP,SHOX,5LC25A6,SNORAA8B,STS, VCX, VCX2, VCX3A,VCX3B,XG,XGY2,ZBED1
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9.420.000

49.320.000

ACE2,ACOT9,ADGRG2,AMELX,AP152,APO0,ARAF, ARHGAP6,ARX,ASB11,ASB, ATP6AP2,ATXN3L,BCLAF3,BCOR,BEND2,
BMX,CASB,CASBP1,CASBP1-CASB,CACNALF,CASK, CBLL2,CCDC120,CCDC22,CDK16,CDKLS,CFAPAT,CFP,CHST7,CLCNA,
CLDN34, CLTRN,CNKSR2,CTPS2,CXXC1P1,CXorf21,CXorf38,CXorf58,CYBB, DCAFSL1,DCAF8L2,DDX3X,DDX53, DIPK2B,

DMD,DUSP21,DYNLT3,EBP,EFHC2,EGFLG, EIF1AX, EIF1AX-AS1,EIF253,ELK1,ERAS, FAMATA, FAMATB,FAMATC,FAMAC,
FANCE,FLICR,FOXP3,FRMPD4,FTHL17,FTHL18,FT5]1,FUNDC1,GAGE10,GATA1,GEMINB,GK,GLODS,GLRA2,
GPKOW,GPM6B,GPR143,GPR34,GPR82,GRIPAP1, GRPR,GS1594A7.3,G51600G8.3,H2AP,HCCS, HDACS,IL1RAPL1,
INE1,INE2,JADE3, KCND1,KDMGA,KLHL15, KLHL34,KRBOX4, LANCL3, LINCO1186,LINC01203,LINCO1204, LINCO1281,
LINC01282,LINC01456,LINC01545,LINCO1560, LINC02154,LINC02595,LINC02601,LOC100132831,L0C101927476,
LOC101927635,L0C101928389,L0C101928627,L0C392452,L0C729609, MAGEB1, MAGEB10,MAGEB16, MAGEB17,

MAGEB18,MAGEB2,MAGEBE3,MAGEB4,MAGEBS, MAGEBE, MAGIX, MAOA,MAOB,MAP3K15,MAP7D2,MBTPS2,MED14,

MED1408,MID1,MID1IP1,MID1IP1-AS1,MIR1587,MIR221,MIR222,MIR23C, MIR3915,MIR3937, MIRA666B,MIRA7ES,
MIR4769,MIR548A12, MIRS48AM, MIR548AX, MIR548F5, MIR6086,MIRG134, MOSPD2, MPC1L,MSL3,NDP, NDP-
AS1,NDUFB11,NHS,NHS-AS1,NROB1,NYX,0FD1,0TC,0TUDS,PCSK1N,PCYT18,PCYT1B-AS1,PDHA1, PDK3,PHEX,PHEX-
AS1,PHKA2, PHKA2-AS1,PIGA,PIM2,PINCR,PIR, PIR-FIGF,PLP2,POLA1,PORCN, PPEF1,PPEF1-AS1,PPP1R2C,PPP1R3F,PPPARAC,
PQBP1,PRAF2,PRDX4,PRICKLE3,PRPS2, PRRG1,PTCHD1,PTCHD1-AS,RABIA,RAIZ,RBBP7,RBM10,RBM3,REPS2,RGN,
RP2,RPGR,RPSEKA3,RS1,51006G,5AT1,SCARNA23,SCARNASL, SCML1,SCML2,SH3KBP1,SHROOM2,5LC35A2,SLC38AS,
SLCOAT,SMPX,5MS,SNORA11C,SPACAS, SPACASB,SRPX,55X1,55X3,55X4,55X 4B, 55X5, 55X 6P, 55X 9P, SUPT20HL1,
SUPT20HL2,5UV39H1,5YAP1,5YN1,5YP,SYP-AS1,5YTL5, TAB3, TAB3-AS1, TBC1D25, TBL1X, TCEANC,TFE3,TIMM17B,TIMP1,
TLR7, TLR8,TLRB-AS1, TMEMA7, TMSBAX, TRAPPC2, TSPAN7, TXLNG,UBA1,UBE2E4P,USP11, USPOX,UXT,UXT-AS1,VEGFD,
VENTXP1,WAS,WDR13,WDR45,WWC3,XK,YY2,ZFX,ZFX-AS1,ZNF157,ZNF182,ZNF41,ZNF630, ZNF630-A51,ZNF674,ZNF6 74
AS1,ZNF81,ZRSR2

49.320.000

49.590.000

GAGE12B,GAGE12C,GAGE12D,GAGE12E, GAGE12F,GAGE12G, GAGE12H,GAGE121,GAGE12),GAGE13, GAGE2A,GAGE2B,
GAGE2C.GAGE2D,GAGE2E, GAGE4,GAGES, GAGEG, GAGE7, GAGES

49.590.000

49.600.000

GAGEL,GAGE2A,GAGE2B,GAGE2C

49.600.000

52.490.000

AKAP4,BMP15,CCNB3,CENPVL1,CENPVL2,CENPVL3,CLCNS,DGKK,EZHIP,GAGE1,GSPT2,LINC01284,LINC01496,
MAGED1,MAGED4,MAGED4B,MIR188,MIR362,MIR500A, MIR500B,MIR501,MIR502, MIR532,MIRGE0, MIRBO8S,NUDT10,
NUDT11,PAGE1,PAGE4, SHROOM4,5NORAL11D,SNORAT1E,USP27X,USP27X-A51,XAGE2
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52.490.000

52.520.000

FAAHZ,NBDY,NLRP2B,5PIN2A,SPIN2B,5PIN3,ZXDA,ZXDB

62.300.000

115.720.000

ABCE7, ACSL4, ALG13, AMER1, AMMECR1, AMOT, APOOL, AR, ARHGEF9, ARHGEF9-IT1, ARL13A, ARMCX1, ARMCX2,
ARMCX3, ARMCX4, ARMCXS, ARMCX5-GPRASP2, ARMCX6, ARR3, ASB12, ATGAA, ATP7A, ATRX, AWAT1, AWAT2, BEX1,
BEX2, BEX3, BEX4, BEXS, BHLHBO, BRDTP1, BRWD3, BTK, CAPNG, CDX4, CENPI, CHIC1, CHM, CHMP1B2P, CHRDL1, CITED1,
CLDN2, COL4AS5, COLAAG, COXTB, CPXCR1, CSTF2, CXCR3, CXorfd9, CXorf49B, CXorf65, CYLC1, CYSLTR1, DACH2, DCX,
DGAT2L6, DIAPH2, DIAPH2-AS1, DLG3, DLG3-AS1, DMRTC1, DMRTC1B, DNAAF6, DRP2, EDA, EDA2R, EFNB1, ERCCEL, ESX1,
FAM133A, FAM1558, FAM199X, FAM226A, FAM226B, FAM236A, FAM236B, FAM236C, FAM236D, FGF16, FLI44635,
FOXO4, FRMDSP1, FRMPD3, FRMPD3-AS1, FTX, GCNA, GDPD2, GIB1, GLA, GLRA4, GPR174, GPRASP1, GPRASP2, GUCY2F,
H2BW1, H2BW2, H2BW3P, H2BWAP, HDACS, HDX, HEPH, HMGNS, HNRNPHZ, HTR2C, IGBP1, IL13RA2, ILIRAPL2, IL2RG,
INGX, IRS4, ITGB1BP2, ITM2A, IPX, KCNES, KIF4A, KLHLA, LASIL, LHFPL1, LINCO0269, LINCOO630, LINCO0891, LINCO1278,
LINC02589, LOC100129291, LOC100132741, LOC101059915, LOC101928128, LOC101928335, LOC101928358,
LOC101928437, LOC105373311, LOC286437, LPAR4, LRCH2, LUZP4, MAGEE1, MAGEE2, MAGT1, MAP2K4P1, MED12, MID2,
MIR1264, MIR1298, MIR1321, MIR1468, MIR1911, MIR1912, MIR223, MIR325, MIR325HG, MIR361, MIR374A, MIR374B,
MIR374C, MIR384, MIR3978, MIRA21, MIR4328, MIR4329, MIR4454, MIR448, MIR545, MIRSA8AN, MIR54814, MIRSA8M,
MIR652, MIR676, MIR764, MORCA, MORFAL2, MORFAL2-AS1, MSN, MTMRS, NAP1L2, NAP1L3, NAP1L6P, NCBP2L, NEXMIF,
NHSL2, NLGN3, NONO, NOX1, NRK, NUP62CL, NXF2, NXF2B, NXF3, NXF4, NXF5, NXT2, OGT, OPHN1, OTUDGA, P2RY10,
P2RY4, PABPC1L2A, PABPC1L2B, PABPC1L2B-AS1, PABPCS, PABPCS-AS1, PAK3, PBDC1, PCDH11X, PCDH19, PDZD11,
PGAMA, PGK1, PHKA1, PHKA1-AS1, PIN4, PJA1, PLP1, PLS3, PLS3-AS1, POF1B, POU3F4, PRPS1, PSMD10, PWWP3B, RABAOA,
RABAOAL, RABA1, RABOB, RADX, RBMA1, RBMXL3, RIPPLY1, RLIM, RNF128, RPA4, RPL36A, RPL36AHNRNPH2, RPS26P11,
RPS4X, RPSEKAG, RTL3, RTL4, RTLS, RTLY, SATL1, SERPINA7, SERTM2, SH3BGRL, SLC16A2, SLC25A53, SLC7A3, SNORA3S,
SNORA35B, SNORD3E, SNORDIEB, SNX12, SPIN4, SRPX2, STARDS, SYTL4, TAF1, TAF7L, TAFSB, TBC1D88, TBX22, TCEALT,
TCEAL2, TCEAL3, TCEAL4, TCEALS, TCEALG, TCEAL7, TCEALS, TCEAL9, TCP11X1, TCP11X2, TDGF1P3, TENTSD, TEX11,
TEX13A, TEX13B, TGIF2LX, TIMMS8A, TMEM164, TMEM31, TMEM35A, TMSB15A, TMSB15B, TMSB15B-A51, TNMD,
TRMT2B, TRPCS, TRPC50S, TSC22D3, TSIX, TSPANG, TTC3P1, UBEZDNL, UPRT, VSIG1, VSIGA, XACT, XIST, XKRX, YIPF6,
ZC3H12B, ZCAH2, ZCCHC13, ZCCHC18, ZDHHC1S, ZMAT1, ZMYM3, ZNF711

115.720.000

115.860.000

DANT1,DANT2

115.860.000

115.880.000

DANT1,DANT2

115.880.000

115.890.000

DANT1,DANT2

5 ORER

115.890.000

120.870.000

AGTR2, AKAP14, ATP1B4, C1GALTIC1, CT83, CUL4B, CXorf56, DANT1, DANT2, DOCK11, IL13RA1, KIAA1210, KLHL13,

LAMP2, LINCO1285, LINC01402, LOC100126447, LOC101928336, LONRF3, MCTS1, MIR1277, MIR766, NDUFA1, NKAP,

NKAPP1, NKRF, PGRMC1, RHOXF1, RHOXF1-AS1, RHOXF1P1, RHOXF2, RHOXF2B, RNF113A, RPL39, SEPTING, SLC25A43,
SLC25A5, SLC25A5-AS1, SLC6A14, SNORAGS, SOWAHD, TMEM255A, UBE2A, UPF3B, WDRA4, ZBTB33, ZCCHC12
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ABCD1, ACTRT1, ADGRG4, AFF2, AIFM1, APLN, ARHGAP36, ARHGAPA, ARHGEF6, ATP11C, ATP2B3, AVPR2, BCAP31,
BCORL1, BGN, BRS3, CCDC160, CCNQ, CDA0LG, CD99L2, CDR1, CETN2, CNGA2, CSAG1, CSAG3, CSAGA, CTAS5A1, CT45A10,
CT45A2, CTA5A3, CTASAS, CTA5A6, CTA5A7, CTASAR, CTA5A9, CT55, CXorf51A, CXarf51B, CXorf66, DCAF1211, DCAF1212,
DENND10P1, DUSPS, ELF4, ENOX2, EOLA1, EOLAZ, ETDA, ETDB, ETDC, F9, FAM122B, FAM122C, FATE1, FGF13, FGF13-AS1,
FHL1, FIRRE, FMR1, FMR1-AS1, FMRINB, FRMD7, GABRA3, GABRE, GABRQ, GLUD2, GPC3, GPC3-AS1, GPC4, GPR101,
GPR119, GPRS0, GPR50-AS1, GRIA3, HAUS7, HCFC1, HCFC1-AS1, HMGB3, HPRT1, HS6ST2, HSGST2-AS1, HSFX1, HSFX2,
HSEX3, HSEX4, HTATSE1, IDH3G, IDS, IGSF1, INTSEL, INTS6L-AS1, IRAK1, LICAM, LCA10, LDOC1, LINCO0629, LINC00632,
LINC00850, LINC00892, LINCO0823, LINC00894, LINC01201, LINC02243, LOC100506790, LOC101928402, LOC101928495,
LOC105373338, LOC105373378, LOC105373383, LOC105377213, LOC389895, LOCE45188, LOC728660, MAGEA1,
MAGEA10, MAGEA10-MAGEAS, MAGEA11, MAGEA12, MAGEA2, MAGEAZ2B, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA4-AS1, MAGEAS,
MAGEAG, MAGEAS, MAGEAS-AS1, MAGEA9, MAGEA9B, MAGEC1, MAGEC2, MAGEC3, MAMLD1, MAP7D3, MBNL3, MCF2,
MECP2, MIR105-1, MIR105-2, MIR106A, MIR12129, MIR188, MIR1982, MIR20B, MIR2114, MIR224, MIR3202-1, MIR3202-
2, MIR320D2, MIR363, MIR3672, MIR424, MIR4330, MIR450A1, MIR450A2, MIR450B, MIR452, MIR503, MIR503HG,
MIR504, MIR50S, MIRS06, MIRS07, MIRS08, MIRS09-1, MIRS02-2, MIR509-3, MIRS10, MIRS13A1, MIR513A2, MIRS13B,
MIR513C, MIR514A1, MIR514A2, MIR514A3, MIR514B, MIR542, MIR718, MIR767, MIR&88, MIRE90, MIR891A, MIR8I1B,
MIR892A, MIRS92B, MIR892C, MIR92A2, MIR934, MMGT1, MOSPD1, MTM1, MTMR1, NAA1D, NSDHL, OCRL, OPN1LW,
OR13H1, PASD1, PDZD4, PHF6, PLAC1, PLXNB3, PNCK, PNMA3, PNMAS, PNMAGA, PNMAGE, PNMAGF, PRR32, PRRG3,
RAB33A, RAP2C, RAP2C-AS1, RBMX, REMX2, RENBP, RNU6-1, RNU6-2, RNUG-7, RNUG-8, RNU6-9, RTL8A, RTL&E, RTLSC,
SAGE1, SAGE2P, SASH3, SH2D1A, SLC25A14, SLC6AS, SLCIAB, SLITRK2, SLITRK4, SMARCA1, SMIM10, SMIM10L2A,
SMIM10L2B, SMIM10L2B-AS1, SNORD61, SOX3, SPANXA1L, SPANXA2, SPANXA2-OT1, SPANXB1, SPANXC, SPANXD,
SPANXN1, SPANXN2, SPANXN3, SPANXN4, SRD5A1P1, SRPK3, SSR4, STAG2, STK26, TENM1, TEX13C, TEX13D, TFDP3,
THOC2, TMEM185A, TMEM187, TREX2, UBEZNL, USP26, UTP14A, VGLL1, VMA21, XIAP, XPNPEP2, ZDHHCY, ZFP92, ZIC3,
ZNF185, ZNF275, ZNF280C, ZNF449, ZNF75D
ATPGAP1, BRCC3, CH17-340M24.3, CLIC2, CMC4, CTAG1A, CTAG1B, CTAG2, DKC1, DNASE1L1, EMD, F8, F8A1, FBAZ,
F8A3, FAM223A, FAM223B, FAM3A, FAMS0A, FLNA, FUNDC2, G6PD, GAB3, GDI1, H2AB1, H2AB2, H2AB3, IKBKG, LAGE3,
sheX 154.290.000 | 155.560.000 2 LOC101927830, MIR1184-1, MIR1184-2, MIR1184-3, MIRG64B, MIR6858, MPP1, MTCP1, PLXNA3, RAB39B, RPL1O,
SLC10A3, SMIM9, SNORA3EA, SNORASE, SNORATO, TAZ, TEX28, TKTL1, TMLHE, TMLHE-AS1, UBLAA, VBP1

DDX11L16,IL9R,5PRY3, TMLHE,VAMP7,WASIR1

120.990.000 154.150.000 2

chrX 155.570.000 156.040.895 2
chrX 155.570.000 156.040.895 2

DDX11L16,IL9R,5PRY3, TMLHE,VAMP7,WASIR1

Tabla suplementaria 17. Variantes con aumento en el nimero de copia observadas en el Trio 6 y genes cercanos al locus determinado.
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Namero

Posicion (Hg38) Gen
de copias
chrl 13.170.000 13.220.000 1 PRAMEF13,PRAMEF9
chrl 103.630.000 103.760.000 1 AMY1A,AMY1B,AMY1C
chr1 109.680.000 109.700.000 0 GS5TM1,GSTM2
chri 120.600.000 120.920.000 1 LINCD0623,10C100996720,L0C100996724,NBPF26, NOTCH2ZNLR,PPIALAA,RNVU1-19
chr1 169.250.000 169.280.000 1 NME7
chri 248.510.000 248.660.000 1 OR2G6,0R2T10,0R2T11,0R2T27,0R2T29,0R2T34,0R2T35,0R2TS
chr2 97.520.000 97.550.000 0 ANKRD36B
chr2 109.930.000 109.980.000 1 LIMS3-LOCA40895,L0C100288570,LOC440895
chr2 130.470.000 130.560.000 1 CFC1B,POTEI,PRSS540A,PRSS540B
chr3 113.850.000 113.900.000 1 GRAMD1C
chra 9.450.000 9.480.000 0 DEFB131A
chrd 68.510.000 68.630.000 1 UGT2B17
chrs £69.650.000 69.890.000 1 GUSBP14,GUSBP16,GUSBP3,LINCO2197
chré 0 150.000 1 LINCO0266-3
chrb 32.490.000 32.530.000 1 HLA-DRB5S
chr7 6.810.000 6.830.000 1 CCZ1B
chr? 63.490.000 63.690.000 1 MIR4283-1,MIR4283-2
chr7 75.190.000 75.340.000 1 GTF2IP1,PMS2P7,SPDYEL10P,5PDYE11,5PDYEL13,5PDYEL14,5PDYEL5,5PDYEL7,5PDYES
chr7 76.510.000 76.540.000 1 SPDYE16,UPK3B
chr7 143.600.000 143.730.000 1 TCAF2,TCAF2P1
chrl 13.170.000 13.220.000 1 PRAMEF13,PRAMEFS
chr8 7.550.000 7.570.000 1 FAMS0ATP
chr8 7.950.000 8.010.000 1 DEFB109B,FAMG6E,USP17L3,USP17L8,ZNF705B
chr8 8.070.000 8.130.000 1 FAMS5B,MIR54813
chr8 12.040.000 12.100.000 1 DEFB130A,DEFB130B,ZNF705D
chr8 39.370.000 39.530.000 1 ADAM3A ADAMS
chrg 39.160.000 39.340.000 1 CNTNAP3
chrg 40.500.000 40.570.000 1 LOC101929583,L0C102724580,L0C105379443
chr9 62.930.000 63.260.000 1 LOC101928195,L0C101928381,L0C101929583,LO0C286297
chr9 64.560.000 64.760.000 1 LOC100996643,L0C101928195,L0C101928381,L0C101929583,L0C105379443
chri1 89.930.000 89.980.000 1 TRIMA49D1, TRIMASD2, TRIMG4
chri2 9.480.000 9.580.000 0 ovos
chri2 11.350.000 11.390.000 1 PRB1
chri3 57.170.000 57.220.000 1 PRR20A,PRR20B,PRR20C,PRR20D,PRR20E
chri4 41.140.000 41.200.000 0 LINC02315
chri4 73.530.000 73.560.000 [} ACOT1,HEATR4
chr15 21.390.000 21.420.000 1 MIR3118-2,MIR3118-3,MIR3118-4,POTEB3
chr15 21.970.000 22.220.000 1 IGHV10R15-1,IGHY10R15-3,L0C101927079,L0C102724760,L0C642131,0R4M2,0RAN3P,0R4AN4
chr15 24.140.000 24.190.000 1 PWRN2
chr15 76.590.000 76.610.000 1 SCAPER
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chris 84.240.000 84.390.000 1 GOLGAGLA
chrib 33.160.000 33.330.000 1 LOC102723655,L0C105369266,TP53TG3,TP53TG3B, TP53TG3C, TP53TG3E, TP53TG3F
chrib 33.340.000 33.490.000 1 LOC102723655,L0C105369266,TP53TG3, TP53TG3B, TP53TG3C, TP53TG3E, TP53TG3F
chrib 34.340.000 34.520.000 1 CCNYL3
chri6 34.960.000 35.070.000 1 CCNYL3
chri7 18.440.000 18.560.000 0 CCDC144B,EAM106A,KRT16P1,L GALSIC,USP32P2
chri7 46.290.000 46.490.000 1 ARL17A,ARL17B,LRRC37A,NSFP1
chri7 46.570.000 46.700.000 1 ARL17A,ARL17B,NSF,NSFP1
chri7 63.870.000 63.910.000 1 CSH1,CSH2,C5HL1,GH2
chr20 1.580.000 1.610.000 0 SIRPBL
chr21 0 5.250.000 1 DNMT3L-ASL,GATD3A,GATD3B, ICOSLG,LINC01678,L0C102723996,L0C102724159,PWP2
CBS,CBSL,CRYAA,CRYAA2,FRGCA,H2B51,LINC00313,LINC00319,LINCO1669,
Szl 5.970.000 6.580.000 t LOC102723360,L0C102724219,L0C102724843,10C102724951,L0C106780825,5IK1,51K1B,U2AF1,UZAF1LS
chr21 7.750.000 7.860.000 1 FAM243A,FAM?43B,KCNE1B,SMIM11A,5MIM11B,5MIM34A
CBS,CBSL,CRYAA,CRYAAZ,FRGCA,H2BS1,HSF2BP,LINC00313,LINC00319,LINC00322,
chr21 43.030.000 43.570.000 ! LINC01669,LINC01679,L0C106780825,PKNOX1,SIK1,SIK1B,U2AF1,U2AF1LS
chr22 18.520.000 18.730.000 1 PI4KAP1,RIMBP3,TMEM191B
chr22 18.740.000 18.770.000 1 FAMZ230E
chrX 155.560.000 155.570.000 0 TMLHE
AKAP17A, AMELY,ASMT,ASMTL,ASMTL-AS1,CD99,CD99P1,CRLF2,CSF2RA, DHRSX, FAM197Y2, FAM197Y3,FAM197Y4,
FAM197Y5,FAM197Y6,FAM197Y7,FAM197Y8,FAM197Y9, GTPBP6,IL3RA,LINC00102,LINCO0106,
LINC00278,LINC00279,LINC00280,LINCO0685, MIR3690, MIR6089, MIRG985, P2ZRY8,PCDH11Y,PLCXD1,
shry 0 10.650.000 0 PPP2R3B,PRKY,RBMY1A3P, RBMY3AP,RPS4Y1,SHOX,SLC25A6, SRY, TBL1Y, TGIF2LY, TSPY1, TSPY10,TSPY2,
TSPY3,TSPY4,TSPY8, TTTY1,TTTY11, TTTY12,TTTY16,TTTY18,TTTY19,TTTY1B,TTTY2,TTTY20,
TTTY21, TTTY21B,IT1Y22,TTTY23,TTTY23B,TTTY2B,TTTY7,TTTY7B,TTTY8,TTTY8B,XGY2,ZBED1,ZFY,ZFY-AS1
BCORP1,BPY2,BPY2B,BPY2C,CDY1,CDY1B,CDY2A,CDY2B,CSPGAP1Y,DAZ1,DAZ2,DAZ3,DAZ4, DDX3Y,EIF1AY,
FAM224A,FAM224B,FAMA1AY1,FAMA1AY2, GOLGA2ZP2Y,GOLGA2P3Y,GYG2P1,HSFY1,HSFY2, KDMSD,
a | s | seswwe | o ey et POy, TR e
TTTY15,TTTY17A,TTTY17B, TTTY17C,TTTY3, TTTY3B, TTTY4, TTTY4B,TTTYAC, TTTYS, TTTYS6,
TTTY6B, TTTY9A, TTTY9B, TXLNGY,USP9Y,UTY,VCY,VCY 1B, XKRY,XKRY2
chry, 56.890.000 57.227.415 0 DDX11L16,IL9R,5PRY3,VAMP7,WASIR1
chry 56.890.000 57.227.415 0 DDX11L16,IL9R,5PRY3,VAMPT,WASIR1

Tabla suplementaria 18. Variantes con perdida en el nimero de copia observadas en el Trio 6 y genes cercanos al locus determinado.
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