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Objetivo principal. Las distrofias de retina son un grupo de patologias
neurodegenerativas genéticamente muy heterogéneas que causan ceguera. Se
conocen mas de 200 genes que alteran la funcién de los conos y bastones, neuronas
altamente especializadas, dificiles de cultivar in vitro y para las que no existen lineas
celulares que reproduzcan sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales. Los
fotorreceptores son células muy polarizadas en las que los mecanismos de transporte
proteico son poco conocidos, en particular el transporte al cilio (un punto caliente
mutacional), paso obligado para todas las proteinas de fotorrecepcién y
fototransduccion hacia el segmento externo. Los estudios de protedémica y de
tomografia crioelectrénica han supuesto un avance importante en el conocimiento del
trafico ciliar de los fotorreceptores. Aun asi, sigue existiendo un vacio importante en la
diseccion de la dindmica del transporte proteico en modelos de ratén y su traslacién al
contexto humano, asi como en la dilucidacién de los efectos de las mutaciones
patogénicas. Este proyecto propone llenar este vacio conceptual estudiando dos genes
causantes de distrofias de retina, RD3 y CERKL, combinando el analisis de genes y
mutaciones en ratones editados genéticamente, ratones transgénicos transitorios y en
organoides retinales generados a partir de células humanas iPSC utilizando microscopia

de alta resolucién in vivo y en tejido fijado.

Metodologia. Se propone combinar técnicas de edicidn genética, transgénesis

transitoria en retina de ratdn mediante electroporacié in vivo de DNA, generacion de
fotorreceptores a partir de iPSC derivadas de pacientes humanos, y metodologias de
analisis de imagen por microscopia de alta resolucidon: STED multicolor y microscopia

de lamina de luz.

Resultados esperados. Elaboracién de un mapa detallado del trafico intracelular de
RD3 y CERKL del fotorreceptor, para destacar los pasos clave, en muestras de tejido de
ratdn in vivo y en copas Opticas humanas in vitro; establecimiento de correlaciones
genotipo-fenotipo en un panel de muestras de ratéon y humanas, y cuantificacion de las
alteraciones causadas por estrés oxidativo ambiental, con el fin de identificar nuevas
aproximaciones terapéuticas efectivas para el tratamiento de las enfermedades

neurodegenerativas de la retina.



El presente proyecto ha proporcionado resultados relevantes respecto a la
fisiopatologia de la amaurosis congénita de Leber 12 (LCA12), una forma muy grave de
la ceguera hereditaria, causada por mutaciones en el gen RD3. Nuestros resultados
indican que las proteinas GCAP son sensores de la concentracién intracelular de Ca2+,
gue interferirian en las vias de autofagia de los fotorreceptores. Esperamos que esta
conclusiéon pueda también extrapolarse a las alteraciones causadas por mutaciones en
este gen, que causarian el cierre de canales de cGMP, causando asi un decremento de
Ca2+ y desregulando las células de la retina. El estudio de IMPDH1 también ha
revelado una complejidad inesperada de la regulacidon de esta enzima in vivo. Los
estudios continuaran para determinar el efecto de las mutaciones genéticas de
pacientes en la actividad de esta enzima, en colaboracidn con cristalégrafos. Una
conclusiéon importante del presente trabajo es que podrian disefarse inhibidores
especificos de la actividad enzimatica de IMPDH1 como posible aproximacién
terapéutica para los pacientes con amaurosis congénita de Leber debida a mutaciones

en este gen.

Respecto al gen CERKL, han transcurrido mas que quince ainos desde su identificacion
y todavia no se comprende la razén por la que mutaciones en este gen son causantes
de ceguera hereditaria y muerte de los fotorreceptores. Hemos generado diferentes
modelos de ratdon para caracterizar la funcion de CERKL en la respuesta al estrés
luminico y oxidativo de la retina, tanto modelos celulares como de ratén, con edicion
génica y transgénesis transitoria, muy utiles para dilucidar algunas de las funciones
fisioldgicas de este gen, pero que no permiten mimetizar completamente los rasgos
fenotipicos mostrados por los pacientes humanos. Por eso, la generacion de organoides
de retina a partir de fibroblastos derivados de células iPSC de un paciente que sufre la
mutacion mas frecuente de CERKL y un control es uno de los logros mas importantes
del proyecto. En la actualidad seguimos estudiando estos organoides de retina en
diferentes condiciones de estrés oxidativo y analizando su resiliencia, a través de
varias metodologias, como por ejemplo microscopia de alta resoluciéon, 3D imaging y

transcriptémica.

Por otra parte, todos los grupos del proyecto han desarrollado y consolidado

metodologias avanzadas, tanto de desarrollo y diferenciaciéon neuronal dentro de



organoides de retina humana, como de obtencidn y generacién de imagenes para

reconstruccién de volimenes biolégicos.

En conjunto, el proyecto ha avanzado, proporcionando resultados tanto de
investigacion basica, como de desarrollo tecnoldgico que podra ser empleado en la

resolucion de otros retos biomédicos.

En resumen, los resultados mas relevantes de este proyecto son:

1) Elaboracién de un mapa detallado de interacciones proteicas y modificaciones de

RD3, en cultivos celulares y retinas de ratdon transgénicas transitorias.

2) Profundizacion en la funcién de CERKL en la proteccion de los fotorreceptores frente
al estrés oxidativo, y demostracidon que se trata de una proteina muy dindmica. Hemos
establecido modelos celulares, y generado nuevos modelos de raton mediante el uso

de técnicas de edicién génica.

3) Obtencién de imagenes de alta resolucion del trafico intracelular de estas proteinas,
estableciendo nuevas vias para las proteinas estudiadas, desconocidas hasta el

momento.

4) Gracias a la generacion de organoides de retina, hemos creado un modelo humano
gue nos ha permitido comprobar que las células de retina de los pacientes humanos
con mutaciones en CERKL sufren mayor estrés oxidativo y luminico. Esta es una
herramienta imprescindible para comprender las bases moleculares de la

neurodegeneracion de retina.

5) Un mejor conocimiento del uso de la microscopia de hojas de luz (light sheet) en el

estudio de érganos neuronales en 3D.

En estos momentos todavia estamos trabajando y profundizando en todas estas
nuevas herramientas y vias de conocimiento de la funcién de la retina, el drgano del
sistema nervioso central encargado de la vision, y el 6rgano principalmente afectado

en las dolencias hereditarias degenerativas de la retina. Creemos que el conocimiento



alcanzado va a permitir, en su momento, el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas para el tratamiento de esta dolencia.

La neurodegeneracién de la retina y la macula son las principales causas de la pérdida
de vision en todo el mundo, con un inmenso impacto social y econdmico. Las distrofias
hereditarias de la retina (IRD) son enfermedades minoritarias que afectan a 1:3.000
personas, causadas por mutaciones en mas de 300 genes. Esta elevadisima
heterogeneidad genética y clinica supone un reto considerable para el diagndstico y
consejo genético, asi como para la practica clinica y el tratamiento del paciente. La
degeneracion de los fotorreceptores debido a las mutaciones génicas conlleva la
ceguera paulatina, todavia sin tratamiento, de los pacientes. Aun asi, la medicina de
precisidén, basada en el desarrollo de nuevas terapias especificas para paciente y gen,
abre una via a tratamientos efectivos. A los pacientes y sus familias les preocupa la
accesibilidad y eficacia del diagndstico genético y de los tratamientos terapéuticos para
parar la progresion o, incluso, curar las enfermedades neurodegenerativas de la retina.
De momento, Luxturna es la primera terapia génica comercial para una IRD y ha sido
recientemente aprobada para tratar exclusivamente a pacientes con dos mutaciones
alélicas en el gen RPE65, pero en la actualidad se estan desarrollando varias terapias
génicas y celulares para otras patologias de la retina. Por tanto, es imperativo dilucidar
la funcidn fisioldgica de los genes causantes como prerrequisito para disefiar una

medicina de precision para estas enfermedades tan graves.

En este contexto, todos los genes y proteinas que hemos estudiado en el presente
proyecto causan distrofias de la retina heredadas (IRD), patologias visuales muy
graves. Mutaciones en el gen RD3 causan una ceguera infantil precoz (la amaurosis
congénita de Leber) y mutaciones en IMPDH1 y CERKL causan retinitis pigmentosa,
caracterizada por la neurodegeneracién progresiva, primero de bastones y después de
conos. A pesar de que la asociacion de estos genes a las patologias de la retina son
indiscutibles, su funcidn fisioldgica y el efecto de las mutaciones patogénicas a la
funcion y homeostasis de los fotorreceptores son muy poco conocidas. Nuestro
proyecto ha combinado metodologias muy avanzadas, tanto en generacion de modelos

de retina (mediante modelos de ratdn generados por edicidon génica, y transgénicos



transitorios de retina; modelos de retina humanos a partir de organoides obtenidos a
partir de células iPSC de pacientes) como de obtencidon de imagenes de alta resolucion
(mediante microscopia tridimensional y microscopia de lamina de luz), que nos han
permitido avanzar en la caracterizacion de la funcidn de genes en el transporte proteico
y la respuesta a diferentes tipos de estrés luminico y oxidativo en la retina. Solo a
través de la diseccion cuidadosa de la funcion fisioldgica de los genes causantes (como
por ejemplo RD3, IMPDH1 y CERKL) y de las alteraciones causadas por sus mutaciones
patogénicas, podremos disefar aproximaciones terapéuticas mas efectivas y elaborar
protocolos de medicina de precisidn para tratar a los pacientes de estas patologias de

la retina en el futuro.
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