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RESUMEN

El término Retinosis Pigmentaria (RP) engloba a un grupo de enfermedades hereditarias
de la retina, caracterizadas por una degeneracion progresiva de los fotorreceptores, que
comienza con la muerte celular de los bastones seguidos de los conos, resultando una
discapacidad visual que puede llegar a ser absoluta. Es una condicion muy heterogénea,
tanto fenotipica como genéticamente. En conjunto, este grupo de trastornos de la retina,
representa la forma hereditaria mas comun de discapacidad visual en el hombre, con una
prevalencia estimada de 1 de cada 3.000 a 1 de cada 5.000 personas en el mundo.

La RP se puede heredar de modo autosémico dominante (RPad), recesivo o rasgo
recesivo ligado a X. Hasta ahora se han identificado mas de 80 genes asociados con la
enfermedad, la mayoria de ellos relacionados con el ciclo visual; sin embargo, algunos de
los genes asociados a la RP no son especificos de la retina y se expresan de manera
ubicua en todo el organismo, como son PRPF3, PRPF8, PRPF31 y PRPF4, que codifican
proteinas esenciales la maduracion del pre-ARNm, un proceso denominado splicing.
Mutaciones en estos genes son responsables del 12% de los casos de RPad. Uno de
ellos, PRPF31 es el gen causante de RP con penetrancia incompleta RP11 y el mas
comun de estos factores asociado a RP. La preponderancia de mutaciones que producen
proteinas truncadas en RP11 sugiere la haploinsuficiencia como base fisiopatoldgica. Esta
idea se refuerza porque aparece penetrancia incompleta en relacion al nivel de expresion
del alelo silvestre.

Para el estudio de la patologia molecular de la enfermedad y la formulacion de futuras
terapias, se han sido disefiados modelos de ratén apropiados. La estrategia utilizada para
la generacion de mutantes PRPF31 fue la utilizacién de un constructo recombinante por
mutagénesis dirigida que podria dar lugar a dos tipos de modelos de ratdn. El primero es
un modelo de mutacién puntual que imita el cambio de patégenos A216P identificado en
una de las familias con RP11. La homologia entre el ratén y las proteinas PRPF31
humanas es del 99% y el aminoacido en posicion 216 esta altamente conservado en todas
las especie. El vector que porta la mutacion puntual en el exdn 7 (A216P) fue desarrollado
de tal manera que dos sitios loxP flanquean el exén 7, lo que permite la eliminacion de
este fragmento con la recombinasa Cre. El modelo de ratdn knock-in ya ha sido analizado
hasta la edad de 12 meses. Hasta el momento se han observado algunos cambios en la
histologia de la retina como vacuolizacion y acumulo de material amorfo entre el epitelio
pigmetario y la membrana de Bruch.

La RP se caracteriza por una degeneracion progresiva de los fotorreceptores, sin embargo
las alteraciones observadas hasta la fecha en el modelo Prpf31*?*""* knock-in no han
mostrado un fenotipo claro de degeneracion de los fotorreceptores, sino cambios a nivel
del epitelio pigmentario. Por ello profundizamos en la caracterizacion fonotipica de este
modelo animal y nuestros resultados muestran un fenotipo claro de degeneracion del
epitelio pigmetario con presencia de lesiones drusenoides en la retina, adelgazamiento del
espesor retiniano medido por OCT, disminucién de la amplitud de la onda c del
electrorretinograma y disminucién de la vision espacial medida con el test optomotor.
Curiosamente, observamos estas alteraciones que se asemejan mas con las descritas en
otros modelos animales de degeracion macular asociada a la edad.
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Por otro lado, no existe un tratamiento eficaz que pueda prevenir o revertir la pérdida de la
vision asociada a RP. Sin embargo, en humanos y en modelos animales, la introduccion
en el ojo de genes funcionales usando vectores virales (terapia de sustitucion génica)
restaurd la vision de forma notable en una forma recesiva de Amaurosis Congénita de
Leber causada por mutaciones en el gen RPEG65. Esto abre las puertas a la posibilidad de
restaurar la vision en otras degeneraciones de fotorreceptores como es el caso de la RP
causada por mutaciones en el gen PRPF31.

Los vectores son sistemas que ayudan en el proceso de transferencia de un gen exdégeno
a la célula, facilitando la entrada y biodisponibilidad intracelular del mismo, de tal modo que
este pueda funcionar correctamente. Existen vectores organicos e inorganicos. Todos los
virus se unen a sus células diana e introducen su material genético en la célula huésped
como parte de su ciclo de replicacion. Gracias a esta capacidad los virus pueden ser
utilizados como vehiculos para transferir genes 'sanos' a una célula humana. El virus
adenoasociado (AAV) es un virus muy pequefio, no auténomo, que contiene ADN lineal de
cadena sencilla. AAV es de particular interés para la terapia génica debido a su limitada
capacidad aparente para inducir respuestas inmunitarias en el ser humano, un factor que
debe influir positivamente en la eficiencia de la transduccién de vectores y reducir el riesgo
de cualquier patologia inmunoldgica asociada.

Realizamos terapia génica en el ratén Prpf31**®"* knock-in mediante inyeccion
subretinana con el vector AAV2 portando el trasgen PRPF31. Realizamos seguimiento de
los animales durante 6 meses y logramos una adecuada expresion del gen a nivel del
epitelio pigmentario de los ratones. Sin embargo no observamos mejoria de la vision
espacial ni recuperacion de la amplitud de la onda c. En estudios histoldgicos visualizamos
infiltrados de células similares a macrofagos en el sitio de la inyeccion, donde se observd
que la capa de fotorreceptores presentaba un aspecto atréfico con pocas capas de nucleos
en la capa nuclear externa de la retina. Sin embargo con el uso de vectores no virales se
observo recuperacion de la vision espacial y disminucidn de la atrofia de la retina en el
seguimiento a un mes. Esto es una prueba de concepto de que la terapia génica utilizando
PRPF31 podria tener un efecto terapéutico en el manejo de esta distrofia retiniana.
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1. INTRODUCCION






1.1 ANATOMIA Y
FISIOLOGIA DE LA
RETINA

La anatomia y fisiologia del ojo son
temas muy extensos, por lo que en esta
introducciéon se va a realizar una breve
revision  sobre  algunos  aspectos
relevantes que seran utiles para
comprender la tesis y sus conclusiones.

1.1.1 DESARROLLO DE LA RETINA

El desarrollo del ojo es un proceso
complejo en el que intervienen diversos
tejidos (Fig. 1). En el embrién humano,
aproximadamente a los 25 dias después
de la fecundacion, los ojos se aprecian
como unas vesiculas pareadas
conformadas por una evaginacion del
diencéfalo del tubo neural (Fig. 1a). Al
principio, estas vesiculas se encuentran
adyacentes al ectodermo, posteriormente
se interpone una capa de células
mesenquimatosas  (procedentes  del
mesodermo) y las vesiculas se
desplazan caudalmente. La vesicula
Optica se pliega sobre si misma
convirtiéndose en la excavacién 6ptica y
el ectodermo del cristalino se invagina en
la vesicula (Fig. 1b). Hacia el dia 34 las
dos capas de tejido resultantes de la
excavacion constituyen el esbozo del
epitelio pigmentario de la retina (EPR) y
la retina neurosensorial, con la vesicula

del cristalino completamente formada y
en el interior de la excavacién (Fig. 1c).
La esclera y la coroides son de origen
mesodérmico’. En una fase posterior del
desarrollo de la retina se generan las
diversas clases de células gliales y
neuronales (Fig. 2). Los diferentes tipos
de células de la retina originados por las
células progenitoras no son producidas al
mismo tiempo. Las células ganglionares
de la retina son las primeras que se
generan. A continuacién se diferencian
los otros grupos celulares en una
secuencia regular. Mediante marcaje con
timidina® se ha observado que en
conjunto, las clases de células se pueden
dividir en dos fases de generacion. En la
primera se generan las células
ganglionares, los conos y las células
horizontales. En la segunda fase de la
histogénesis, las células progenitoras
generan los bastones, las células de la

Figura 2. Tipos celulares de la retina A)
Células amacrinas. B) Células bipolares. C)
Conos. G) Células ganglionares. H) Células
horizontales. M) Células de Miuller. R)
Bastones
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glia de Miiller y las células bipolares. El
caso de las células amacrinas no esta
tan claro, pero parece que se generan
principalmente en la segunda fase.

Hay que sefalar que desde el centro
hasta la periferia el gradiente de
histogénesis varia, y que la retina
periférica puede estar en la primera fase
cuando la retina central ya esta
generando tipos de células tardias'. Los
bastones y el EPR culminan su desarrollo
post-natalmente.

1.1.2 ESTRUCTURA DE LA RETINA

ESTRUCTURA EN CAPAS DE LA
RETINA

La retina esta estructurada en diez capas
celulares paralelas. Existen dos capas
plexiformes o sinapticas intercaladas en
tres capas neuronales o nucleares. Asi,
de capa mas interna a capa mas externa
distinguimos (Fig. 3):

S Membrana limitante interna

Fibras nerviosas £

o =1t

\L Membran R:.
P e R W ey ey limitante Lo
é Epitelio pigmentario m externa

Figura 3. Estructura en capas de la retina.

1. Membrana limitante interna

Esta formada por uniones de las
prolongaciones terminales de las células
de Miiller, que se extienden lateralmente,
y una membrana basal. Separa la retina
del humor vitreo.

2. Capa de fibras nerviosas

Formada por los axones de las células
ganglionares, que convergen en el disco
Optico o papila (Fig. 4).

Figura 4. Capa de fibras nerviosas. Flecha:
Disco éptico.
3. Capa de células ganglionares

Contiene los cuerpos de las células
ganglionares.

4. Capa plexiforme interna

Esta conformada por las conexiones
sinapticas entre las células amacrinas y
bipolares con las células ganglionares.

5. Capa nuclear interna

Contiene los nucleos de las células
horizontales, bipolares, amacrinas y de
Mauller.

6. Capa plexiforme externa

Esta compuesta por las sinapsis entre las
células horizontales, bipolares y los
fotorreceptores.

7. Capa nuclear externa

Formada por los cuerpos de los
fotorreceptores.



8. Membrana limitante externa

Es una membrana virtual formada por las
uniones entre los segmentos internos de
los fotorreceptores con las células de
Mdller. Esta estructura actia como
barrera metabdlica ante el paso de
moléculas de gran tamafio’.

9. Capa de fotorreceptores

Es la capa mas externa de la retina
neurosensorial. Esta formada por los
segmentos internos (IS) y externos (OS)
de los fotorreceptores, dentro de los
cuales se distinguen dos tipos diferentes:
conos, que representan un 5% del total, y
bastones, un 95%.

10. EPR

El EPR es adyacente a los OS de los
fotorreceptores de la retina y esta
anclado a la coroides subyacente a
través de la membrana de Bruch.

A continuacién se encuentra una capa
vascular, que es la coroides. En su cara
mas interna existe una lamina elastica de
unas 2 — 4 micras de espesor que se
conoce como membrana de Bruch.
Compuesta fundamentalmente de
colageno, esta capa se engruesa con la
edad, ralentizando el transporte de
metabolitos y productos de desecho
desde el EPR hacia la coroides vy
pudiendo originar la acumulacion de
depdsitos y formacion de drusas.

TIPOS DE CELULAS RETINIANAS

Desde las investigaciones de Ramén y
Cajal a principios del siglo XX* se sabe
que la retina de los vertebrados contiene
cinco tipos principales de neuronas. Los
fotorreceptores (conos y bastones)
transforman los estimulos luminosos en
sefales quimicas vy eléctricas. Las
células bipolares contactan con los
fotorreceptores y transmiten las sefales
de la retina externa hacia la interna. Esta
transmisién de los fotorreceptores esta

modulada por las células horizontales,
que son interneuronas que se extienden
lateralmente y que también contactan
con las bipolares. En la retina interna, las
células bipolares hacen sinapsis con su
objetivo principal, las células
ganglionares. La informacion de la luz
sale de la retina a través de los axones
de las células ganglionares, que van a
formar el nervio Optico. Las células
amacrinas son interneuronas que
modulan los procesos de impulsos
nerviosos, estableciendo contacto entre
células bipolares y ganglionares. De esta
manera las células bipolares son
reguladas por las células amacrinas.

Las células de Mdaller orientadas de
forma radial, son las células gliales
predominantes. Son células estructurales
de sostén y encargadas de la nutricion de
los IS de los fotorreceptores y la
generacion de impulsos nerviosos.
Actuan como reservorio iénico durante la
hiperpolarizacion del fotorreceptor por la
luz.

Célula
ganglionar

Célula
amacrina

v Célula
bipolar

=01 Celula
horizontal

Fibra de

Figura 5. Estructura de la retina. Sinapsis.

El circuito retiniano (Fig. 5) mas simple es
una cadena vertical de tres neuronas: del
fotorreceptor a la célula bipolar y de ella
a la ganglionar. Los axones de las
células ganglionares convergen en el
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nervio oOptico, que lleva toda Ia
informaciéon visual a los centros
superiores. Ademas de esta via vertical
existen dos clases de interneuronas
laterales, las células horizontales de la
capa plexiforme externa y las células
amacrinas de la plexiforme interna. En
lineas generales, la funciéon de las
neuronas laterales es modelar las
repuestas de los elementos verticales en
la retina’.

Para la mejor comprension de esta tesis
cabe profundizar en dos tipos celulares:
los fotorreceptores y las células del EPR.

Fotorreceptores:

Los conos reciben este nombre por la
forma conoidea que tiene su OS. Estas
células son las responsables de la vision
en colores (visiébn fotdépica o en
condiciones normales de iluminacion). En
la zona central de la retina (févea), soélo
hay conos (no bastones) y su numero
desciende a medida que nos acercamos
a la periferia (Fig. 6)

al

Figura 6. Densidad de los fotorreceptores
en suncion del area retiniana.

En la especie humana y en muchos
otros primates existen tres tipos de
conos, cada uno de ellos es sensible de
forma selectiva a la luz de una longitud
de onda determinada: verde, roja o azul.
Esta sensibilidad especifica se debe a la

presencia de tres sustancias

llamadas opsinas:

o La eritropsina tiene mayor
sensibilidad para las longitudes de
onda largas, de alrededor de 560
nm (luz roja).

0 La cloropsina para longitudes de
onda de unos 530 nm (luz verde).

o La cianopsina tiene mayor
sensibilidad para las longitudes de
onda pequenas, de unos 430 nm (luz
azul).

Los bastones son muy sensibles,
capaces de detectar la energia de un
sélo foton y responsables por tanto de
que sea posible la visién en condiciones
de poca luminosidad (escotdpica).
Presentan una elevada sensibilidad a la
luz aunque se saturan en condiciones de
mucha luminosidad y no detectan los
colores. Se ubican en casi toda la retina
exceptuando la févea. Contienen
rodopsina, que es una proteina que
presenta una mayor sensibilidad a las
longitudes de onda cercanas a 500nm,
es decir, a laluz verde azulada.

Los bastones responden a los estimulos
que alcanzan un area general, no tienen
capacidad para separar los pequenos
detalles de la imagen visual. La diferente
localizacién y estructura de estas células
conduce a la division del campo visual
del ojo en una pequefa region central de
gran agudeza y una zona periférica de
menor agudeza, pero con gran
sensibilidad a la luz. Asi, durante la
noche, los objetos se pueden ver por la
parte periférica de la retina cuando son
invisibles para la févea central.

Los bastones son mas delgados que
los conos, el diametro de sus IS es de
aproximadamente 2 micras. Los OS de
los bastones estan formados por discos
membranosos aislados de la membrana
plasmatica, donde se encuentra la
rodopsina. Estos discos estan
continuamente renovandose. Los discos
antiguos se van desplazando hacia el
EPR, donde son fagocitados vy
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convertidos en fagosomas durante el
ciclo diurno, sobre todo al amanecer.

Ambos tipo celulares muestran la misma
organizacion estructural basica (Fig. 7).
Son células alargadas y la disposicion de
sus componentes citoplasmaticos es tal
que diferentes funciones tienen lugar en
puntos especificos en toda su longitud.

La estructura del fotorreceptor consta de:

Un OS, que es la porcién de la célula
sensible a la luz y que esta constituido
por una pila de discos huecos, cuyas
membranas contienen las moléculas del
pigmento visual.

Una regién estrecha denominada cilio,
que es una estructura tubular que
conecta el segmento externo y el interno.

Un IS, porcion de fabricacion de la célula,
se divide en dos: un elipsoide externo y
un mioide interno. El elipsoide contiene
mitocondrias y proporciona energia para
los procesos de transduccion del
segmento externo; el mioide contiene
cuerpos de Golgi y ribosomas para la
elaboracion de membranas y
componentes celulares.

Segmento Elipsoide Miocide Nicleo Cuerpo
externo sinaptico

. S

Segmento Elipsoide Mioide Nicleo Cuerpo
externo sinaptico

Figura 7. Partes de un cono (superior) y de
un bastén (inferior).

Una fibra de conexién externa, que
conecta el IS con el cuerpo de la célula.
En los conos, tiende a ser corta, ya que
los nucleos estan situados en la porcidn
profunda de la capa nuclear externa y
cerca de la membrana limitante externa.

En los bastones, la longitud varia segun
la posicién nuclear.

Un nucleo o cuerpo celular.

Una fibra de conexién interna, que
discurre desde el nucleo a la region
sinaptica. En los conos esta estructura es
la que se alarga en la fovea para entrar
en contacto con las neuronas
intermediarias desplazadas y formar la
capa de fibras de Henle.

Una regidn sinaptica. En los bastones se
denomina esférico del bastéon y en los
conos, pediculo de los conos. En ambas
células dicha regidon contiene vesiculas
sinapticas, de forma que los
neurotransmisores almacenados en ellas
son liberados a la hendidura sinaptica
continuamente en la oscuridad. Cuando
el segmento externo absorbe luz se
produce la fototransduccion y se dejan de
liberar los neurotransmisores. Ambas
células contienen las denominadas
conexiones invaginadas conectandolas
con componentes de neuronas
intermediarias profundas con respecto a
la superficie de su sinapsis. Estas
sinapsis invaginadas se denominan
“triadas" porque contienen tres procesos;
generalmente, uno de una célula bipolar
y dos de células horizontales. Los
bastones tienen una sola triada, mientras
gue los conos pueden tener hasta veinte.

Células del EPR

La funcion de las células del EPR es
apoyar y mantener los fotorreceptores
suprayacentes, y con este fin sustenta
cinco procesos principales: la absorcién
de la luz dispersa, el transporte activo de
metabolitos, la provisién de una barrera
hematorretiniana, la regeneracion de los
pigmentos visuales y la fagocitosis.

Las células del EPR suelen ser
hexagonales y estan encajadas a modo
de empedrado en una ordenacién regular
(Fig. 8). Estas células poseen granulos
de melanina que aumentan la efectividad
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del fotorreceptor al absorber la luz
dispersa; impide la reflexion de la luz,
dando mayor nitidez y contraste a la
imagen. Es crucial para la captura,
almacenamiento y movilizaciéon de la
vitamina A que participa en el ciclo visual.
Sin embargo, puede haber desigualda-
des en la pigmentacién asi como
irregularidades en la cantidad y distribu-
cion de la melanina en cada célula.

Las células epiteliales se mantienen
unidas por fijaciones ultraestructurales
especializadas entre las membranas de
las células adyacentes. Estas areas de
union sellan el espacio intercelular lateral
desde el espacio subretiniano vy, junto a
los capilares retinianos no fenestrados,
constituyen la barrera hematorretiniana.
Esta barrera impide el intercambio libre
de macromoléculas entre los fotorrecep-
tores y la circulacion coroidea. Asi, el
movimiento  molecular tiene lugar
fundamentalmente a través de las células
epiteliales pigmentarias Y, por
consiguiente, es regulado por las vias
metabdlicas de estas células (Fig.8). Los
mecanismos de transporte idnico dentro
de las células del EPR y el paso de agua
secundario son los mecanismos mas
importantes que contribuyen a la
deshidratacion fisiologica del espacio
subretiniano.

Absorcién Transporte

de k. epitelial O

El EPR contribuye a la renovacion
constante de los OS de |los
fotorreceptores mediante la fagocitosis
de los discos mas distales en un proceso
regulado por el ritmo circadiano®. El EPR
muestra unas caracteristicas especificas
asociadas al envejecimiento. La
proporcion de células apoptoticas en el
EPR humano aumentan significativa-
mente con la edad y se producen
depositos de material derivado de estas
células que se acumulan en la membrana
de Bruch. Ademas, aparece lipofucsina
en el citoplasma, que deriva de los OS de
los fotorreceptores que no se han
digerido completamente, en concreto,
cuando el EPR no es capaz de
transformar el todo-trans-retinol en 11-
cis-retinal’. Por todo ello, cualquier
deterioro del sistema de degradacion y
renovacion molecular provocara la
aceleracion de la acumulacidon de
lipofucsina®’. A su vez, dicha lipofucsina
parece tener un rol fundamental en la
etiologia de la degeneraciéon macular
asociada a la  edad (DMAE),
desestabilizando las células del EPR y
aumentando sus susceptibilidad al dafo
foto-oxidativo’.

Ciclo visual Fagocitosis Secrecion

Vieamin A Cl
vitamsn A H.O

Figura 8. Funciones del EPR.



Tradicionalmente se ha hablado de retina
neurosensorial (capas 1 a 9) y EPR, sin
embargo podemos matizar aun mas.
Hablamos de retina sensorial cuando nos
referimos a las neuronas de primer
orden, es decir, conos y bastones. La
retina neural estaria constituida por las
neuronas de segundo orden, como las
células bipolares. Una mutacion a nivel
del fotorreceptor produce el deterioro del
mismo en enfermedades como Ia
retinosis pigmentaria, en la cual el
defecto se origina en los bastones pero
con el tiempo afecta también a los conos.
El deterioro del fotorreceptor tiene
consecuencias graves para la
organizacion de la retina que queda, ya
que la retina neural requiere senales de
la retina sensorial para mantener la
estructura bien organizada. Cuando se
desaferencia la retina neural, las
neuronas de segundo orden producen
nuevas dendritas y germinan
profusamente, estableciendo contactos
inapropiados e invadiendo otras capas
(remodelacion de la retina). Esto conlleva
a una destruccion casi total de la
estructura en capas de la retina’.

1.1.3 CICLO VISUAL

En los humanos el estimulo visual es la
radiacion luminosa del espectro que
abarca unas longitudes de onda entre
400 y 760 nm, con un margen de
funcionamiento muy amplio, desde la luz
mas brillante hasta la luz mas tenue®. La
transduccion visual o fototransduccién es
el proceso mediante el cual un fotdon de
luz genera una respuesta nerviosa en los
fotorreceptores’,””. La rodopsina de los
bastones y las opsinas de los conos son
moléculas de pigmento contenidas en la
porcidn apical de los fotorreceptores que
generan una compleja cascada de
reacciones enzimaticas y bioquimicas
como respuesta a la luz’. Este proceso
conlleva el cierre de los canales
catibnicos de la membrana del
fotorreceptor y finalmente su
hiperpolarizacion. El sistema visual es

unico en el sentido que el mecanismo de
transduccion implica en la membrana
plasmatica una hiperpolarizacion en vez
de una despolarizacion, lo que significa
gue su potencial de membrana se vuelve
mas negativo. Posteriormente, la sefal
eléctrica se transmite hacia las células
bipolares y ganglionares de la retina,
para finalmente, procesar estas sefiales
en patrones complejos que son
transferidos al cuerpo geniculado lateral y
de alli, a la corteza visual de los |6bulos
occipitales.

EL ESTIMULO FiSICO Y LA
PERCEPCION VISUAL

La luz es la radiacidon electromagnética
detectada por nuestros ojos. Esta
radiaciéon la podemos describir bien
considerando un modelo corpuscular,
bien considerando un  modelo
ondulatorio. En el primer caso podemos
considerar que la luz esta compuesta por
pequefas particulas denominadas
fotones que representan unidades
(cuantos) de energia. En el segundo
caso la luz, al igual que cualquier otra
onda, puede ser caracterizada en
términos de su longitud, frecuencia y
amplitud. En realidad, la luz posee
propiedades tanto de particula como de
onda. Ambas caracteristicas estan
cuantitativamente relacionadas, pues
cuanto mas breve sea la longitud de
onda mayor es la energia’. Las
caracteristicas de onda se aplican para
entender las propiedades Opticas del ojo
y las propiedades de particula (foton) se
aplican para explicar la estimulacién de
los fotorreceptores.

FOTOTRANSDUCCION
1. Pigmentos visuales

Los fotorreceptores pueden responder a
la luz debido a que contienen altas
concentraciones de pigmento visual en
las membranas de los discos de sus OS.
El pigmento visual de los bastones es la
rodopsina (Fig. 9). La rodopsina esta
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formada por una proteina trans-
membrana llamada opsina que esta
unida covalentemente a un cromdforo
llamado retinal derivado de la vitamina A.

La opsina es una cadena polipeptidica
formada por unos 348 aminoacidos.
Consta estructuralmente de tres dominios
diferenciados: el dominio citoplasmatico,
donde se produce la transduccion de la
senal luminosa, el dominio trans-
membrana y el dominio extracelular®.

RETINAL

LUZ DEL DISCO

Figura 9. Estructura de la opsina.

El retinal es la parte sensible a la luz y
presenta dos conformaciones: una forma
cis y una forma trans (Fig. 10). En la
oscuridad, el retinal se encuentra en la
forma cis, pero cuando un fotén de luz es
absorbido, rapidamente cambia a la
forma trans, variando no solo la
conformacion del retinal sino también de
la opsina. Este proceso se llama
isomerizacion®™

Figura 10. Forma cis/trans del retinal.

2. Oscuridad

El GMPc (monofosfato ciclico de
guanidina) es una molécula central en la
transduccion visual, que actua como
segundo mensanjero. Todos los aspectos
de sefalizacion de esta cascada
catalitica estdn dominados por el balance
entre la sintesis y degradacion de esta
sustancia en el citoplasma del OS del
fotorreceptor. La cantidad de GMPc libre
es constantemente monitorizada por
unos canales catiénicos localizados en la
membrana plasmatica del OS™.

En ausencia de luz el 11-cis-retinal esta
unido a la rodopsina en los bastones y
los niveles de GMPc son relativamente
elevados. Dicho GMPc se une a la
superficie interna de los canales de sodio
y los abre. Se origina de esta forma la
denominada corriente oscura que da
como resultado la despolarizacion del
fotorreceptor (Fig.12). Es decir, hace mas
positivo el potencial de membrana del
fotorreceptor (-40 mV) y se abren los
canales de Ca™ con la consiguiente
entrada de estos iones en el interior
celular®. La  despolarizacion  del
fotorreceptor permite la  liberacién
continua del neurotransmisor glutamato.

3. Luz: activacién y amplificacién de la
cascada

La luz causa la isomerizacion del retinal,
que pasa de 11-cis a la conformacion
todo-trans y activa la rodopsina. La
rodopsina activada (metarrodopsina)
cataliza el intercambio de los nucleétidos
GDP  (guanosildifosfato) por GTP
(guanosiltrifosfato) de una proteina G
denominada transducina'®, a la que se
une formando un megacomplejo. Esto
ocurre en el OS del fotorreceptor. Las
proteinas G son un grupo de proteinas
encargadas de enviar sefales desde los
receptores de membrana activados (en
este caso rodopsina) a las enzimas y a
los canales en numerosos procesos
sensoriales y hormonales.
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Figura 11. Fisiologia del ciclo visual.

La transducina consta de 3 subunidades
(alfa, beta y gamma), siendo la alfa (Ta-
GTP) la utilizada para activar a otra
enzima denominada fosfodiesterasa
(PDE). Como consecuencia de la
activacion de la PDE se estimula la
degradacién de GMPc". Por tanto, en
presencia de luz, los niveles de GMPc
disminuyen, ocasionando el cierre de
unos 250 canales de Na® por cada cuanto
de luz absorbida. Todo ello dura
alrededor de un segundo. De esta forma,
se acumulan iones Na" en el exterior de
la membrana plasmatica (espacio
subretiniano), baja el nivel de K" y el
potencial de receptor adopta una forma
de hiperpolarizacién’®. Este cambio en el
potencial de membrana conduce al cierre
de los canales de Ca™ dependientes de
voltaje, que a su vez conlleva una
disminucion de la entrada de Ca* en la
sinapsis™®’. El resultado final es una
disminucion de la secrecion de glutamato
por parte de los fotorreceptores (Fig. 11).

La sinapsis con las células bipolares es
inhibitoria, por tanto se deja de inhibir a la
célula bipolar, formandose un impulso
nervioso que es transmitido a las células
ganglionares y, de éstas, al cerebro.

4. Ciclo visual

Debido a que los fotorreceptores deben
trabajar durante muchas horas de
iluminacion es necesario que los
pigmentos visuales inactivos sean
continuamente regenerados. La

inactivacion de la metarodopsina se lleva
a cabo mediante su fosforilacién por la
rodopsino-quinasa y su posterior union
de la arrestina®. Esto provoca su
descomposicion, generandose opsina y
todo-trans-retinal, que a su vez es
trasformado en todo-trans-retinol por una
deshidrogenasa en el OS de los
bastones. ElI  todo-trans-retinol es
transportado al EPR, donde es
esterificado por la enzima lecitina-retinol
acetil-transferasa (LRAT), de manera que
puede wunirse a la enzima RPE65
(proteina de 65 kDa especifica del
epitelio pigmentario de la retina), la cual
facilita su isomerizacién en 11-cis-retinol
por una isomerasa.

A partir de aqui el 11-cis-retinol puede
seguir dos vias, o bien es reoxidado a
11-cis-retinal por una enzima
deshidrogenasa llamada retinol
deshidrogenasa (RDH5) y vuelve de
nuevo a los bastones para unirse a la
opsina libre y regenerar el pigmento
visual’, o bien puede ser esterificado
nuevamente por LRAT vy posteriormente
almacenado (Fig. 13).

En la actualidad se han identificado
mutaciones en genes que codifican para
determinadas proteinas del ciclo visual
(rodopsina, RPE65, arrestina, LRAT o
RDH5) como causantes de diferentes
distrofias retinianas, tales como
amaurosis congénita de Leber (LCA),
fundus  albipunctatus y retinosis
pigmentaria (RP).
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Figura 12. Ciclo de los retinoides
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1.2 RETINOSIS
PIGMENTARIA

El término RP engloba a un grupo de
enfermedades degenerativas de la retina
hereditarias, con una base genética-
mente heterogénea pero con fenotipo
similar. La RP puede ocurrir sola (RP
tipica) o asociada a alguna enfermedad
sistémica.

En conjunto, este grupo de trastornos de
la retina, representa la forma hereditaria
mas comun de discapacidad visual en el
hombre, con una prevalencia estimada
de 1 de cada 3.000 a 1 de cada 5.000
personas en el mundo®. Se calcula que
afecta globalmente aproximadamente a
1,5 millones de personas. En Espafha se
cree que puede haber unos 15.000
afectados y en la Comunidad Andaluza
unos 2.000. La prevalencia de RP
asociada a enfermedad sistémica esta
mucho peor documentada. Un ejemplo
es el sindrome de Usher (RP con
sordera), cuya prevalencia varia de 1,8 a
6,2 casos por cada 100.000 habitantes.

1.2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

SINTOMAS Y SIGNOS
CARACTERISTICOS DE LA RP

1. Nictalopia

La ceguera nocturna (nictalopia) es el
sintoma distintivo de la RP. Aparece a la
edad media de 10.7 afos cuando la
enfermedad es autosémica recesiva y de
23.4 afos cuando es dominante. La
nictalopia no es patognomanica de la RP,
puede acompafnar a otras distrofias
retinianas como la ceguera nocturna
estacionaria congénita o la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE).
También puede ser muy llamativa en la
miopia.

2. Pérdida del campo visual

La segunda caracteristica o sintoma
principal de la RP es una reduccion
progresiva e insidiosa de campo visual
(CV) periférico. En la gran mayoria de los
casos de RP los defectos mas precoces
del CV son escotomas relativos en la
zona media de la periferia, entre 30 y 50°
con respecto a la fijaciéon (Fig. 13). En
general existe una fuerte tendencia a que
la pérdida del campo visual sea simétrica
en los 2 0jos, aunque una excepcion es
la del fenotipo que se expresa en las
mujeres portadoras de RP ligada al
cromosoma X, donde aparecen patrones
de defectos campimétricos en cada ojo
de modo escasamente simétrico.

Figura 13. Simulacién del campo de vision
reducido.

3. Otros sintomas:

Pérdida de visién central: puede verse
afectada por edema macular quistico
(EMQ), fibrosis prerretiniana macular o
alteraciones del EPR foveal.
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Defectos de la visidn en color: sdlo se ve
afectada en los casos en los que los
conos centrales son anémalos.

Fotopsias: similares a las que describen
los pacientes con migrafia con aura
visual.

4. Aspecto del fondo de ojo

La descripcion clasica del aspecto del
fondo de ojo en la RP consiste en vasos
retinianos atenuados, moteados vy
granulacion del EPR, pigmentacion
intrarretiniana con espiculas odseas y
palidez de la cabeza del nervio dptico
(Fig. 14B y 14C). En fases avanzadas de
la enfermedad se aprecia atrofia del EPR
y de la coriocapilar, que producen palidez
del fondo de ojo y hacen que se
visualicen los vasos coroideos de mayor
tamano. Cuando la enfermedad llega sus
ultimas fases la atenuacion vascular
puede ser tan intensa que los vasos
retinianos tengan aspecto filiforme.

Casi todas las formas de RP pasan por
una fase en la que la retina parece casi
normal, incluso habiendo escotomas
relativos evidentes en la exploracion del
CV o una reduccion del umbral retiniano
en la perimetria estatica. Los pacientes
con RP muy precoz y sin anomalias
pigmentarias en el fondo de ojo reciben
el diagnéstico de “retinosis pigmentaria
sin pigmento”. La fase sin pigmento
puede durar decenios antes de que
aparezcan los signos tipicos de RP.

En casos de miopia magna y RP, las
caracteristicas del fondo de ojo
habituales en dicha miopia pueden
retrasar la apreciacion de otras
anomalias retinianas.

-
O
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Cuando las anomalias de fondo de ojo
son evidentes, los datos mas precoces
son la atenuacion de los vasos retinianos
y el aspecto de fino moteado o
granulacién del EPR en la periferia media
y lejana. Mediante tomografia de
coherencia o6ptica (OCT) se ha
demostrado que el espesor de la retina
disminuye en las zonas de pigmentacion
anomala y que las espiculas dseas son
hiperreflectantes. La macula puede
presentar un aspecto andmalo, por la
existencia de edema macular o fibrosis.
La presencia o ausencia de defectos en
el EPR macular tiene importancia
prondstica en lo que respecta a la
conservacién de la agudeza visual en los
siguientes afos. La ausencia de lesién
macular se ha asociado a la pérdida de
una sola linea de vision en el periodo de
5 afos, mientras que la atrofia geografica
se ha asociado a la pérdida de 3 a 4
lineas. Otras maculopatias asociadas a
la RP son la maculopatia en celofan o el
agujero macular.

La pigmentacion de las espiculas dseas
representa el desplazamiento, hacia la
retina, del pigmento procedente de la
desintegracion de las células del EPR
que se acumula en los espacios
intersticiales que rodean a los vasos
retinianos, especialmente en las uniones
de los vasos, y dan lugar a la aparicion
de  manguitos  pigmentarios  peri-
vasculares y depdsitos con forma de
espiculas. La pérdida de pigmento en las
células del EPR suele producir un
aspecto general del fondo de ojo de
color gris, con mayor visibilidad de los
vasos coroideos subyacentes a través de
un epitelio pigmentado de mayor
transparencia.

Figura 14. Aspecto de la retina. (A) retina normal. (B) Espiculas ¢seas. (C) Atrofia éptica. 14



En algunos pacientes la pigmentacion
anomala y la atrofia quedan confinadas a
una zona de la retina, generalmente una
faja arqueada de retina inmediatamente
por debajo de la macula. Este aspecto
recibe el nombre de RP sectorial (Fig.
15). Los pacientes suelen estar asinto-
maticos aunque con los afos puede
extenderse a uno o dos cuadrantes.

Figura 15. Funduscopia de RP sectorial.

En la RP precoz la papila puede ser
normal o mostrar una plenitud cérea con
hiperemia o mostrar palidez cérea. A
menudo se puede ver un “anillo dorado”
o halo blanco-amarillento que rodea a la
papila en la RP precoz. Segun progresa
la enfermedad, este anillo dorado es
sustituido por un moteado peripapilar,
hiper-pigmentacion y atrofia del EPR. Se
ha publicado® que el cociente entre la
depresion de la papila y la papila es
significativamente menor en los paciente
con RP de todos los tipos (0,19 frente a
0,35 en sujetos normales). En la
enfermedad avanzada se aprecia palidez
densa de la papila: en parte por la atrofia
Optica y en parte por la gliosis
suprayacente a las papilas.

En muchos casos de RP leve o
moderada la angiografia con fluoresceina
(AFG) pone de manifiesto defectos de
transmision del EPR con ulterior escape
difuso. Es frecuente ver EMQ
angiograficamente significativo en
pacientes jévenes en estadios precoces
de la enfermedad y que conservan buena
vision. Se ha sefalado que este edema
puede deberse a inflamacion causada

por la extensa degeneracion de la
retina®. No es frecuente observar
vasculopatia retiniana periférica. Se han
publicado® casos de enfermedad
parecida al sindrome de Coats en la RP
autosomica dominante y autosdmica
recesiva, pero no en la herencia ligada al
X, generalmente en pacientes ancianos.
También se ha descrito hemorragia vitrea
relacionada con neo-vascularizacion
prerretiniana en casos excepcionales®.

5. Oftros signos:

Anomalias del humor vitreo: lo mas
habitual es encontrar células
pigmentadas finas, con aspecto de polvo,
secundarias a la degeneracién del EPR.

Anomalias del segmento anterior y
estado refractivo: las cataratas son
complicaciones frecuentes de la RP en el
segmento anterior. El tipo de catarata
mas frecuente es una opacidad
subcapsular posterior (Fig. 16). También
es frecuente que la RP se asocie a
miopia y astigmatismo intensos”.

Figura 16. Catarata subcapsular posterior.

HALLAZGOS PSICOFISICOS
1. Perimetria

La evaluacién del campo visual es una
herramienta valiosisima para tanto para
el diagndstico como para el seguimiento
y evolucion de la RP (Fig. 17). Massot y
Finkelstein® observaron que podian
dividir a sus pacientes en 2 grupos en
funcion de la campimetria: 1) RP de tipo
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I, que se asocia a pérdida difusa precoz
de la sensibilidad de los bastones con
respecto a la de los conos y a ceguera
nocturna de la infancia, y 2) RP de tipo Il,
que se asocia a una pérdida regional y
combinada de la sensibilidad de conos y
bastones y a ceguera nocturna en
adultos. No se ha observado que ningun
paciente cambie de un tipo a otro.

Be
B0

Figura 17. Campimetria: dafo severo del
campo visual, solo islote de vision central.
Aungue no parece que esta clasificacion
sea reflejo de subtipos genéticos, puede
que el fenotipo de las mutaciones
especificas de un gen determinado sea
relativamente uniforme.

2. Adaptometria a la oscuridad

Cuando se expone a sujetos normales a
la oscuridad después de una adaptacién
con una fuente de luz potente, reducen
rapidamente el umbral psicofisico
retiniano utilizando el sistema de conos,
el cual se estabiliza en 5 minutos
aproximadamente. A partir de ese
momento la adaptacion de los bastones
aumenta lentamente, antes de que se
produzca una segunda adaptacién tras
30 minutos en oscuridad.

Cuando se mide la adaptacion a la
oscuridad en pacientes con RP, se
pueden observar diversos grados de
elevacion del segmento de los conos, del
de los bastones o0 de ambos. En algunos
pacientes que conservan un umbral final
de adaptacion de los bastones a la
oscuridad relativamente bueno también
se puede observar un retraso en esta
adaptacion.

3. Electrofisiologia

El ERG mide el potencial de accion de la
retina. Para que el ERG nos dé una
informacién fiable es vital establecer una
estandarizacion del estimulo y de la luz
de fondo, que deberan estar
perfectamente calibradas. El ERG
estandar incluye las siguientes
estimulaciones (luminosidad del flash en
cd-s-m2)*:

o Escotdpico 0,01 ERG (respuesta pura
de bastones).

o Escotépico 3,0 ERG (respuesta
maxima o estandar mixta de
bastones y conos).

o0 Potenciales oscilatorios (escotopico
3,0, dos estimulos seguidos y
separados 15 segundos).

o Fotdpico 3,0 ERG (respuesta de
conos).

o Fotopico 3,0 flicker (respuesta pura
de conos).

En un paciente con RP las respuestas
electrofisiolégicas pueden ir de normales
a indetectables. En general, la respuesta
es mayor cuanto mas joven es el
paciente o mas precoz el estadio de la
enfermedad (Fig. 18).

Se ha propuesto que los pacientes con
amplitud en el ERG escotopico de 100
[TAVAo) mas padecen una forma
“delimitada” de la enfermedad, que tiene
mejor prondstico. En la mayoria de
pacientes con RP avanzada, las
respuestas a las técnicas no
promediadas con un solo destello son
menores de 10 pV (indetectables). Se ha

16



observado que los pacientes pierden
anualmente un promedio del 16 al 18,5%
de la amplitud del ERG a los destellos
blancos brillantes (respuesta mixta de
conos y bastones).

Ojo nomal OjoRP

ERG escotopico b

con destel[od\éﬁil/\\l | PR
a

ERG escotopico D
con destello intensoﬁ\‘ S o N
a

Flicker
W\/\IWV

ERG fotopico b

Figura 18. Respuesta electrofisioldgica
normal y respuesta alterada por RP.

Ademas, en la RP tipo |I el ERG
escotopico (dominado por los bastones)
esta afectado en mucha mayor medida
que el ERG fotopico (mediado por los
conos); mientras que en la RP tipo Il los
ERG escotopico y fotdpico presentan
anomalias mas parecidas. Existe cierta
correlacion entre el campo visual residual
y la amplitud del ERG. Dicha correlacion
es maxima en la RPad y RPar en
comparacion con la RP ligada a X.

1.2.2 PATRONES DE HERENCIA DE
LA RP

Idealmente la RP se deberia clasificar en
funcion de la anomalia bioquimica vy
asociarla a datos clinicos Uutiles vy
caracteristicos, pero seguimos lejos de
disponer de una subclasificacion
unificada que sirva para médicos,
bidlogos y genetistas. Por ello, aunque
persiste la validez de las diferentes
formas de clasificar la RP - segun la edad
de inicio, el defecto molecular, el aspecto

del fondo de ojo, etc. - la subclasificacion
en funcién del tipo de herencia sigue
siendo la mas util (Fig. 19).

La RP tipica se puede heredar como RP
autosdmica dominante, RP autosdémica
recesiva o rasgo recesivo ligado al
cromosoma X. No se han publicado
casos de RP no sindrémica asociada a
herencia mitocondrial. El porcentaje de
cada tipo de herencia varia de un autor a
otro y del pais de origen del estudio.
Aunque la RP tipica es siempre una
enfermedad genética, es frecuente que
falten  antecedentes familiares de
retinopatias. Estos casos se denominan
RP simple y se piensa que un 70% de
ellos son de herencia recesiva’'.

RP AUTOSOMICA DOMINANTE (RPad)

Es el segundo tipo mas frecuente de RP
hereditaria. Representa del 15% al 20%
de los casos™. En este tipo de herencia,
alguno de los padres esta afectado y
alguno de los hijos se encuentra
afectado, y, aunque es una de las formas
de retinosis menos graves, dado que los
sintomas aparecen de manera mas
tardia con una progresion mas lenta, la
probabilidad de transmisibn a los
descendientes es del 50%.
Generalmente, se establece que la RP es
del tipo dominante cuando se observa en
3 generaciones, aunque algunos autores
consideran suficientes que se manifieste
en 2. La mayoria de los arboles
genealdgicos de las familias afectadas
por RPad muestran una penetrancia
completa, sin embargo, se dan casos de
familias que presentan una penetrancia
incompleta de la enfermedad.

Esta forma de herencia destaca entre las
otras por su gran variabilidad fenotipica
que puede darse de forma tanto intra
como interfamiliar. Hasta la fecha se han
identificado 25 genes para RPad” (tabla
1) y un locus. Entre los genes mas
prevalentes estdan el de la rodopsina
(RHO) vy la periferina 2 (PRPH2 o RDS),
también se encuentran los genes
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asociados con el procesamiento del
ARNm (splicing factors; en inglés)
PRPF31, PRPF3, PRPF8, como genes
asociados a este tipo de herencia.

RP AUTOSOMICA RECESIVA (RPar)

Es el tipo mas frecuente de RP
hereditaria, representa aproximadamente
del 20% al 30% de los casos (39% de los
casos en Espafia)® con 48 genes
identificados y 3 loci mapeados hasta la
fecha (tabla 1). La RPar afecta por igual
a hombres y mujeres. La consanguinidad
refuerza la probabilidad de que un rasgo
recesivo se manifieste. Los padres son
sanos pero portadores de la enfermedad,
pudiendo transmitir el gen anormal a
alguno de los hijos. Su gravedad es
mayor, sin embargo las posibilidades de
transmisién se reducen al 25%.

RP LIGADA AL CROMOSOMA X (RPx)

Es el tipo menos frecuente de RP
hereditaria, representando del 6% al 10%
de casos. Hasta la fecha se han
identificado 3 genes y 3 loci implicados
en este tipo de herencia (tabla 1). Los
genes RPGR y RP2 se encuentran entre
los mas comunes en los casos de RPx,
estimandose que representan entre un
70% - 90% y entre un 10% - 20% de los
casos de RPx, respectivamente®”. La
expresion fenotipica del gen esta ligada
al género, encontrandose el gen recesivo
anormal en el cromosoma X. En este tipo
de patrén los varones estan afectados y
las mujeres son las portadoras del gen
anomalo. Este tipo de herencia se
caracteriza por la no transmision de la
enfermedad de padres varones a hijos
varones, puesto que los varones aportan
Unicamente el cromosoma Y a sus hijos
varones. Es la forma mas grave de RP,
los sintomas comienzan a edades muy
tempranas y evoluciona rapidamente.

OTRAS FORMAS DE RP
Esporadica

El afectado/a es el primer miembro de la
familia que padece la enfermedad y
aparentemente no existe ninguna
vinculacion a la herencia. Es la
denominada de RP simple.

RP digénica

Se produce cuando los genes alterados
para la enfermedad se encuentran en
dos cromosomas diferentes en el mismo
individuo. La interaccion entre los dos
genes causa la RP. Algunos casos se
han asociado con mutaciones
heterocigotas simultaneas en los genes
ROM1 y PRPH2*,

RP mitocondrial

Las mitocondrias tienen su propio ADN, y
son heredadas de la madre. Los defectos
en el ADN mitocondrial conducen a gran
variedad de trastornos sindrémicos. Sin
embargo, debido a la complejidad de la
genética mitocondrial, la aparicion es
variable. Algunas formas de RP
complicada, como el Sindrome de
Kearns-Sayre y algunas formas del
Sindrome de Usher se cree que se
heredan siguiendo un patrén
mitocondrial®.
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RPx mutacion recesiva: RPx mutacion recesiva: RPx mutacién recesiva:

Madre portadora Madre afectada Padre afectado

RPx mutacion dominante: RPx mutacién dominante:
Madre afectada Padre afectado

{86 SFEE FERE

RP esporadica RP mitocondrial: RP mitocondrial:
Madre afectada Padre afectado

Figura 19. Patrones de herencia de la retinosis pigmentaria.
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Tabla 1. Genes causantes de RP identificados hasta la fecha®.

LOCI GEN

RPad | RPEG3

BEST1, CA4, CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1, IMPDH1, KLHL7,
NR2E3, NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31, PRPH2
(RDS), RDH12, RHO, ROM1, RP1, RP9, RPEG5, SEMA4A,
SNRNP200, TOPORS

ABCA4, ARL2BP, BBS1, BBS2, BEST1, C2orf7, C80rf37, CERKL,
CLRN1, CNGA1, CNGB1, CRB1, DHDDS, DHX38, EMC1, EYS,
RP22, RP29, | FAM161A, GPR125, IDH3B, IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK,

RPar | pp32 KERKT, MVK, NEK2, NR2E3, NRL, PDE6A, PDE6B, PDE6G,
PRCD, PROM1, RBP3, RGR, RHO, RLBP1, RP1, RP1L1, RPE6S5,
SAG, SLC7A14, SPATA7, TTCS8, TULP1, USH2A, ZNF513
RP6, RP24, | OFD1, RP2, RPGR
RPx | Rp34

1.2.3 DEFECTOS GENETICOS QUE
CAUSAN RP

El creciente descubrimiento de
mutaciones genéticas asociadas a
formas de RP estd llevando a un
incesante crecimiento del conocimiento
de estas entidades a nivel molecular.
Sabemos que un alelo mutante de un
gen puede comportarse de diversas
formas, dependiendo de la parte del gen
en que se produzca el cambio de
secuencia y de la situacién del otro alelo.
Es el caso de los alelos nulos, que se
pueden heredar de forma recesiva, sin
causar enfermedad, si basta con una
copia correcta del gen para generar
producto suficiente para mantener una
funcion normal. Pero los alelos nulos
también se pueden asociar a herencia
dominante por “haploinsuficiencia”, si no
basta con una copia buena del gen para
generar producto suficiente y mantener
una funcién normal.

Las funciones de los diferentes genes
asociados a RP pueden agruparse en
cinco categorias principalmente: 1)
fototransduccién, 2) metabolismo de la

retina, 3) desarrollo y mantenimiento de
tejidos, 4) estructura celular y 5)
empalme del ARNm.

Se han identificado hasta ahora mas de
80 genes y loci asociados a RP*.
Algunos de los genes han sido clonados
y de su estudio se desprende que en su
mayoria se expresan predominante o
especificamente en la retina. Sin
embargo, el conjunto de estos genes
conocidos solo representan algo mas de
la mitad de los casos de pacientes
afectos con RP. Las mutaciones mas
comunes encontradas en pacientes con
RP ocurren en genes de |la
fototransduccion, como la rodopsina. El
gen de RHO fue el primer gen descrito
ligado a la RP. Dicho gen codifica para
una proteina transmembrana (Fig. 20) de
los discos de los bastones. Las
mutaciones en dicho gen son
responsables del 20% al 25% de los
casos de RPad. Se han identificado mas
de 100 mutaciones en RHO, lo que
podria explicar la heterogeneidad clinica
de la enfermedad.
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Figura 20. Estructura de la rodopsina.

~

El gen USH2A, que puede estar afectado
aproximadamente en el 20% de los
casos de RPar, y el gen RPGR (gen
regulador de la GTPasa en la RP) esta
mutado en el 70% de los casos de
retinosis asociada al cromosoma X y
representa el 10-20% de los casos de
RP. Mutaciones en estos tres genes,
RHO, USH2A y RPGR, representan el
30% de los casos de RP. Analizando
cuatro familias mediante clonacion
posicional se identific6 un nuevo gen no
descrito previamente, EYS, en el locus
RP25%. Hasta la fecha dicho locus ha
sido identificado como el causante de
RPar en el 10-20% de los casos en
Espafia®. Otra causa comin de RPad se
atribuye a la mutacion en el gen de la
periferina 2 (PRPH2), que representa el
5% de los casos®. También se han
encontrado afectados los genes del ciclo
visual, asi como los de algunas proteinas
estructurales, enzimas criticos para el
metabolismo, factores de transcripcion y
de modificacién postranscripcional™.

Recientemente se han identificado 5
genes de RPad que se expresan de
modo ubicuo en diferentes tejidos y que
estan relacionados con el procesamiento
del RNA. Cuatro de estos genes no
especificos de retina que producen RPad
codifican proteinas esenciales para la
maduracion del pre-ARNm, son los “pre-
ARNmM processing factors” (PRPF);
especificamente: PRPF31 (para RP11)%,
PRPF8 (para RP13)*, PRPF3 (para
RP18)* y PRPF4*. Mutaciones en estos

genes son responsables del 12% de los
casos de RPad, el 5% de los cuales se
deben a PRPF31, sin embargo, los
mecanismos patogénicos para estas
mutaciones no se conocen, mas teniendo
en cuenta que genes que se encuentran
ubicuamente expresados en el
organismo soélo producen un fenotipo
deletéreo en la retina.

MADURACION DEL ARNm

La mayoria de los genes eucaritticos
contienen regiones codificantes (exones)
y regiones no codificantes para la
proteina (intrones). Tras la transcripcion
de un gen a una molécula de ARN con la
misma organizacion del ADN, la molécula
de ARN debe transformarse de forma
que se eliminen correctamente los
intrones para que los exones queden
unidos formando el ARNm, ademas de
otras modificaciones como la poli-
adenilacién 3'y la adiciéon del cap 5°.

El proceso de eliminacion de los intrones
y unidon de los exones en su correcta
secuencia es lo que se conoce por
maduracion o splicing. Ocurre en el
nucleo y se puede dividir en dos parte
principales: primero, el reconocimiento de
las secuencias consenso y segundo, el
corte y la union de las secuencias de
ARN. Esto es llevado a cabo por un
megacomplejo  enzimatico ribonucleo-
protéico denominado espliceosoma (Fig.
21). El espliceosoma esta formado por
proteinas y moléculas de ARN pequenos
nucleares (snARN). Los cinco snARNs
del espliceosoma son U1, U2, U4, U5 y
U6. Cada uno de ellos se asocia con
varias proteinas diferentes para formar
particulas ribonucleoprotéicas (snRNPs).

Las proteinas estan implicadas en la
reaccién de empalme; toman parte en el
ensamblaje de la estructura del complejo
o bien ayudan en las conexiones entre
snRNPs. Muchas otras proteinas que no
forman parte de los snRNP, y que se
suelen llamar “splicing factors”, también
participan en el ensamblaje del
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spliceosoma; mas de 200 han sido
identificadas mediante espectrometria de
masas’'. Los distintos snRNPs tienen que
ser ensamblados de antemano en los
cuerpos de Cajal, que son unas
estructuras no membranosas presentes
en el nucleo.

Espliceosoma

Figura 21. Empalme del ARNm.

El primer paso para la biogénesis del
snRNP es la transcripcién del snARN,
que ocurre en el nucleo; a partir de ahi,
todos los snARNs, excepto U6, son
transportados al citoplasma, donde son
modificados y se unen a las proteinas
correspondientes; finalmente vuelven al
nucleo. EI snARN U6 no pasa por el
citoplasma, ya que todas sus
modificaciones tienen lugar en el nucleo.
Cuando el snARN se ha modificado, es
senalizado para ir a los cuerpos de Cajal
y se ensambla con varias proteinas para
formar la particula snRNP completa®. El
reclutamiento del complejo tri-snRNP
U4/U6.U5 para el spliceosoma es un
paso crucial en el ensamblaje del mismo.
Tanto la formacion de dicho complejo
como su asociacion al spliceosoma
requieren una serie de factores proteicos
que incluyen a PRPF8, PRPF31 vy
PRPF3. Estas proteinas tienen un alto
grado de conservacion desde levaduras
a humanos®.

POSIBLES MECANISMOS PARA
EXPLICAR LA RP DEBIDA A
MUTACIONES EN FACTORES DE
EMPALME

Hasta ahora se desconocen los
mecanismos que hacen posible que
mutaciones en factores de splicing que
se expresan de forma ubicua en todos
los tejidos afecten de manera especifica
a los fotorreceptores. Dado que el
splicing es un proceso sumamente
dinamico en el que los spliceosomas se
ensamblan de nuevo para cada intron
que debe madurar, las condiciones de
alta demanda metabdlica en los
fotorreceptores pudieran ser la causa de
la aparicion del fenotipo en este tipo
celular, a diferencia de otros tipos
celulares. Esta hipotesis se basa en la
necesidad de renovar continuamente los
discos de rodopsina de los
fotorreceptores por el desgaste diario de
los pigmentos™.

Se pueden proponer distintos modelos
para tratar de explicar un fenotipo
especifico de fotorreceptores. Uno de
ellos es la haploinsuficiencia®*®, en el
gue una unica copia funcional del gen no
seria  suficiente para suplir las
necesidades de splicing del fotorreceptor.
De hecho, ratones que producen sélo el
50% del nivel normal de rodopsina
muestran degeneracion en la retina. Es
posible que las mutaciones en los
factores de splicing den lugar a unos
niveles reducidos de proteinas
funcionales. Otro dato que apoya esta
hipotesis es la reduccion en la
localizaciéon nuclear de PRPF31 cuando
se estudian células de mamifero
transfectadas” (Fig. 22). Esto podria
llevar a una reduccion de la proteina en
el lugar en el que debe desempenar su
funcion.

Una caracteristica comun de todos los
factores de splicing implicados en RP es
que todos ellos intervienen en el
reclutamiento del tri-snRNP U4/U6-U5
para el ensamblaje del spliceosoma, de
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forma que seria posible que sus
mutaciones indujeran un descenso en la
tasa de activacion del spliceosoma®,
haciendo de la maduracién del pre-
ARNmM un paso limitante en el
metabolismo de los fotorreceptores.

Figura 22. Células transfectadas con GFP
(A), PRPF31 (B) y tres mutaciones de la
proteina en humanos (C, D, E). Se observa
vacuolizacién de las células derivadas del
EPR y en las 3 mutaciones vemos que no
hay traslocacién de la proteina al nucleo
celular.

Una segunda explicacién podria deberse
a la presencia de algun factor especifico
(o varios) en los fotorreceptores que se
asocie al proceso de splicing en este tipo
celular.

Otra posibilidad es un efecto dominante
negativo de ganancia de funcion que
produzca una toxicidad especificamente
en los fotorreceptores. Apoyando esta
idea estd el hecho de que en los
pacientes de RP13 todas las mutaciones

son de cambio de sentido®. La
sobreexpresion de AD5 o de la proteina
mutante de PRPF31, SP117, en cultivos
primarios de células de retina produce un
incremento significativo en la muerte de
las células positivas para RHO*®. La co-
expresion de esta proteina mutante de
PRPF31 con el minigen RHO en células
en cultivo primario de retina de raton
lleva a la inhibicién del splicing del pre-
ARNm del intron 3 de RHO.
Curiosamente, mutaciones homocigotas
en el sitio de splicing del gen RHO
detectadas en pacientes con RP afectan
a la eliminacion de este intron. El hecho
de que mutaciones en PRPF31 afecten al
splicing del pre-ARNm de RHO sugiere
una interaccion funcional entre PRPF31 y
RHO, dos de los principales genes
implicados en RPad®. La expresién de la
proteina mutante PRPF31 inhibe el
splicing de RHO en presencia de la
proteina silvestre lo que apoya un
mecanismo dominante negativo®. Esta
interaccion entre RHO y PRPF31 no ha
sido probada aun en humanos vy, al igual
que RHO, mutaciones en PRPF31
podrian afectar a la maduracién de otras
proteinas.

Todos estos mecanismos potenciales no
son excluyentes entre si, ya que es
posible que distintas mutaciones causen
la RPad por medio de diversos
mecanismos. El resultado final siempre
parece ser el mismo, la muerte de los
fotorreceptores.

1.2.4 OPCIONES TERAPEUTICAS

En la actualidad se desconoce el
mecanismo por el que una mutacién de
un gen conduce a la desorganizacion
completa de las capas de bastones y
conos de la retina. Sin embargo, gracias
al estudio sobre modelos animales
clasicos de degeneracion retiniana ya
existen algunos datos de lo que puede
estar ocurriendo en la retina de los
pacientes que sufren esta enfermedad.
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La RP se caracteriza por una
degeneracion progresiva  de los
fotorreceptores. La naturaleza progresiva
de la enfermedad a menudo conduce
finalmente a la ceguera funcional. Hasta
la fecha no existe un tratamiento eficaz
que pueda prevenir o revertir la pérdida
de la vision. Se han hecho avances tanto
en la ralentizacion de la degeneracion de
los fotorreceptores como en la mejora de
la funcidon de éstos usando factores
neuroprotectores™, antioxidantes™,
medicamentos™, células madre o
progenitores celulares®. En humanos y
en modelos animales, la introduccién en
el ojo de genes funcionales usando
vectores virales (terapia de sustitucion
génica) restaurd la visiéon de forma
notable en una forma recesiva de LCA
causada por mutaciones en el gen
RPEG65®,”. Esto abre las puertas a la
posibilidad de restaurar la visidon en otras
degeneraciones de fotorreceptores a
través de terapia génica™®.

En la actualidad, las diversas disciplinas
enfocan el problema de la terapéutica de
la RP desde muy diversos prismas. Esta
disparidad de criterios se ha interpretado
por el colectivo de afectados como un
problema de conflicto de intereses entre
los diversos profesionales involucrados
en el estudio del problema o manejo de
los pacientes. La realidad es que ninguna
de las alternativas terapéuticas que se
barajan para un futuro debe considerarse
como definitiva o excluyente del resto,
sino complementaria de las demas y
aplicable segun el estadio y subtipo de la
enfermedad que afecte al paciente.

Las posibles terapias futuras para los
enfermos de RP incluyen:

- Terapia farmacoldgica

- Terapia celular

- Retinas artificiales

- Terapia génica

TERAPIA FARMACOLOGICA

En la actualidad no hay ningun
tratamiento con el que se hayan obtenido

resultados contrastados. Tan sélo se
hacen una serie de recomendaciones:

0 Proteccion contra la luz solar con la
utilizacién de filtros especificos.

o Ejercicio

o Dieta equilibbrada con aporte
adecuado de vitaminas, sobre todo
vitamina A.

o Determinados factores de proteccion:

1. Acido Decosahexaenoico (DHA)

El DHA es un lipido abundante en los
fotorreceptores 'y parece ser una
sustancia esencial en el proceso de la
RP. Es un factor tréfico y parece inhibir,
al menos in vitro, la apoptosis, jugando
un papel esencial en el metabolismo del
calcio y en la isquemia de la retina. El
DHA presenta un efecto protector parcial
en la retina, donde niveles disminuidos
de DHA en los segmentos externos de
los bastones aumentan la susceptibilidad
al dafio en la retina provocado por la luz.
El DHA es necesario para el desarrollo
de la retina y del cortex cerebral. La
deficiencia de DHA en el periodo fetal
podria ser esencial en la RP, maxime si
la nutricion se realiza con férmulas
artificiales que  presentan  niveles
menores de DHA. Mas del 70% de todos
los afectados de RP tienen deficiencias
de DHA en plasma, eritrocitos y esperma.
En un diagnostico precoz o al inicio de la
presencia de signos degenerativos en los
fotorreceptores, el suplemento oral de
DHA podria tener beneficios e incluso
reducir parcialmente la degeneracion™.

2. Calcioantagonistas

Existen otros tratamientos inhibidores de
la apoptosis que pueden inhibir total o
parcialmente el proceso de la
degeneracion de los fotorreceptores, son
los calcioantagonistas. En este sentido
recientemente se ha estudiado en ratas
con distrofia de retinas que el Diltiazen
paraliza el proceso degenerativo en la
retina®.
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3. Otros factores de proteccion

Sustancias tréficas como el Factor
Neurotréfico  Ciliar, antioxidantes y
sustancias hemodinamicas, han
demostrado eficacia en la lucha contra la
evolucion natural de la RP. La
administracion de Factor Neurotréfico
Ciliar a través de células encapsuladas
reduce la degeneracion de fotorre-
ceptores en modelos animales con RP®".

TERAPIA CELULAR

Los avances en neurobiologia y micro-
cirugia oftalmolégica han cosechado
importantes avances en el campo de la
transferencia de células, bien EPR, bien
fotorreceptores (conos y bastones®). La
controversia de estas técnicas tal vez
aparezca en la necesidad de trabajar con
células madre humanas obtenidas a
partir de embriones criopreservados, asi
como el momento de la indicacion de los
trasplantes. No obstante, el desarrollo de
la técnica de produccién de células
madres pluripotentes inducidas (iPSC) y
el estudio de los factores que controlan
su diferenciacion pueden dar sus frutos
los préximos afos.

La tecnologia de iPSCs fue descrita por
primera vez en el laboratorio del Dr.
Yamanaka, 2007 quien demostrd junto a
Takahashi y col. la transformacién de
fibroblastos  humanos en  células
pluripotentes a través de la expresion
ectopica de cuatro factores de
transcripcion (Oct3/4, Sox2, KIf4 y c-Myc)
. Estos trabajos le hicieron merecedor
del premio Nobel de Medicina en 2012.

Las células iPSC pueden cultivarse en
laboratorio y mediante reprogramacion
celular son inducidas a diferenciarse en
la poblacidon celular deseada. Se
distinguen dos fases: la primera consiste
en la desdiferenciacién de las células
somaticas adultas para alcanzar un
estado pluripotente, y una segunda fase
de diferenciacién a otro tipo celular
especifico. En la actualidad hay varios

protocolos descritos para la obtencién de
EPR a partir de iPSCs desde fibroblastos

e incluso de células sanguineas®™®.

Durante mucho tiempo, se pensé que los
unicos tejidos adultos de donde se
podian obtener células madre eran la
médula dsea, epitelio de la piel, musculo
y del tracto digestivo. Posteriormente, se
ha comprobado que se pueden obtener
células progenitoras de otros muchos
tejidos incluido el ojo. A favor de esta
estrategia terapéutica esta el hecho de
que la retina es desde el punto de vista
inmunolégico, un sitio privilegiado. Sin
embargo, este tipo de trasplantes
muestran una baja integracién sinaptica
en la retina huésped y no han funcionado
bien en pacientes con RP. Se ha
comprobado que la capacidad de
integracion sinaptica depende en gran
medida del estado de diferenciacion de
las células trasplantadas®.

En la RP, la funcién alterada de los
fotorreceptores precede a la apoptosis.
Ademas, las alteraciones de los bastones
enfermos afectan a los sanos al igual que
pasa con los conos que también acaban
por sufrir alteraciones y apoptosis. Un
trasplante de células sanas en la RP no
seria efectivo, ya que las células nuevas
sufririan la apoptosis debido a las células
enfermas que se mantienen en la retina.
Sin embargo, este tipo de tratamientos
abren expectativas, a mas largo plazo;
una vez controlada la apoptosis de las
células es posible trasplantar células
sanas sin riesgo a que estas sufran
apoptosis. Entonces el trasplante de
células adquiriria su aplicacion
restableciendo la funcidon visual en
pacientes cuya cantidad de células
muertas es elevada debido al estado
avanzado de la enfermedad y que de otra
manera tampoco podrian recuperar
funcién visual completa con los factores
inhibidores de la apoptosis. Serviria
como tratamiento complementario.
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RETINAS ARTIFICIALES

Se trata de un microchip (Fig. 23) de
minusculas dimensiones conteniendo
microelectrodos capaces de convertir la
luz en impulsos eléctricos. Este se
implanta mediante cirugia, a nivel epi o
subretiniano,  generalmente  en el
cuadrante supero temporal®. Uno de
estos dispositivos, Argus® Il
(SecondSight), ya ha sido aprobado en
Europa y E.E.U.U. para su uso en
pacientes con RP (figuras 23 y 24).
Aunqgue la visién que se alcanza con este
implante es inferior a 20/1200, es un
campo en el que las investigaciones
estan avanzando rapidamente®™®.
Actualmente se estan realizando estudios
en distintas fases con otros dispositivos
que, de mostrar resultados positivos,
serian comercializados en los proximos
anos, como IRIS (PixiumVisium) o Alpha
IMS (Retina Implant).

Transmisor Camara

oy Recibidor \
Cable al video

procesador Electrodos

Nervio éptico

Figura 23. Esquema de Argus II.

Figura 24. Funduscopia de paciente con
implante de Argus Il.

TERAPIA GENICA

La terapia génica se puede definir como
el conjunto de técnicas que permiten
transportar secuencias de ADN al interior
de células diana (Fig. 25), con objeto de
modular la expresion de determinadas
proteinas que se encuentran alteradas,
revirtiendo asi el trastorno biolégico que
ello produce. Puede realizarse en las
células germinales, con lo cual todas las
demas células llevarian, a priori, el nuevo
gen insertado, o en células somaticas, en
cuyo caso cualquier modificacion y
efectos se limitaran a los pacientes
individuales, y no seran heredados por la
descendencia del paciente o las
generaciones posteriores.

Existen  diferentes  métodos para
reemplazar o reparar los genes diana
mediante terapia génica. El enfoque mas
comun consiste en que un gen normal
puede ser insertado en un lugar no
especifico en el genoma para compensar
al gen que no funciona. Si ésta copia
simplemente se introduce en el huésped,
se trata de terapia génica de adicion. Si
tratamos, por medio de la recombinacion
homologa, de eliminar la copia defectiva
y cambiarla por la funcional, se trata de
terapia de sustitucion.

En base a los primeros resultados en
LCA, el futuro de la terapia génica en
enfermedades de degeneracién de retina
parece prometedor a medio plazo®™ "
pero para su aplicacion sistematica se
requiere un avance sustancial. La
correccion de la mutacidon en etapas
tempranas de la enfermedad podria
evitar las alteraciones y la apoptosis de
las células. La dificultad estriba en que la
cantidad de mutaciones y genes
implicados son innumerables®, ademas,
existen datos confusos con respecto a la
induccion de la apoptosis mediante la
mutacién de proteinas especificas. Por
otro lado Cideciyan y cols. detectaron en
un estudio de terapia génica en pacientes
de LCA que aunque estos pacientes
mostraron una mejoria duradera de la
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funcion visual con la terapia génica, la
degeneraciéon de los fotorreceptores no
se detuvo y por ello habria que combinar
este tratamiento con técnicas que
paralizasen  dicha  degeneracion”.
Igualmente, en un articulo de revision™
sobre terapia génica en LCA, publicado a
finales de 2014, concluyen que para que
la mejora de la funcién visual sea
duradera la terapia ha de llevarse a cabo
antes de que el proceso de apoptosis
empiece.

O

Figura 25. Terapia génica, esquema.

Tal vez, el dato mas desalentador sea la
reducida tasa de pacientes portadores de
RP que podrian entrar en programas de
terapia génica, ya que, si nos atenemos a
los criterios del comité de vigilancia de
protocolos de terapia génica, solo se
pueden tratar aquellas patologias
hereditarias en las que se conoce con
certeza su base génica, cosa que no
ocurre en la inmensa mayoria de los
casos.

Por esta razén, es prioritario antes de
iniciar cualquier estudio de terapia
génica, conocer los mecanismos exactos
de la degeneracion de la retina asociada
a una mutacién especifica.
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1.3 PRPF 31

Hace relativamente poco tiempo que se
ha destacado la implicacion de wun
interesante mecanismo bioquimico en la
RP debida a las proteinas que codifican
tres genes de RP: PRPF8 (RP13),
PRPRF31 (RP11), PRPRF3 (RP18) y
PRPF4, asociadas a factores de
empalme del ARN.

Como se ha comentado previamente, el
empalme del ARNm es un proceso
esencial que elimina secuencias de
intrones del pre-ARNm. De esto se
encarga el espliceosoma™. La inmensa
mayoria de los exones de pre-ARNmM son
empalmados por el espliceosoma mayor,
que esta  formado por  cinco
ribonucleoproteinas nucleares ricas en
uridina (snBNP), denominadas U1, U2,
U4, U5y U6.

PRPF31 es un gen causante de RPad
con penetrancia incompleta RP11. Es un
ortélogo del factor de empalme del pre-
ARNm de levaduras Prp31p”. La
proteina PRPF31 es especifica de la
snRNP U4/U6 y participa en la formacién
de la tri-snRNP, en concreto, del anclaje
fisico de la snRNP U5 a la snRNP U4/U6.
PRPF31 hace de puente entre U4 y U6
junto con PRPF3™ y también fija U5 al di-
snRNP U4/U6, por medio de su
interaccion con PRPF6.

Se ha demostrado que la supresion de
PRPF31 en extractos nucleares de
células Hela detiene la maduracion del
espliceosoma. Ademas, la posterior
adicion de PRPF31 restaura el
ensamblaje 'y la actividad del
espliceosoma’”.

La preponderancia de mutaciones que
producen proteinas truncadas en RP11
sugiere la haploinsuficiencia como base
fisiopatologica. Esta idea se refuerza
porque aparece penetrancia incompleta

en relacion con el nivel de expresion del
alelo silvestre®.

La haploinsuficiencia ocurre cuando un
organismo diploide tiene una sola copia
funcional de un gen (y la otra copia es
inactiva por alguna mutacion) y dicha
copia funcional no es capaz de producir
suficiente producto genético
(habitualmente una proteina) para
mantener una condicién normal,
conllevando un estado anormal o de
enfermedad. Muchas, aunque no todas,
alteraciones autosdmicas dominantes se
explican por este motivo.

Una variacion de la haploinsuficiencia se
genera por mutaciones en el gen
PRPF31, causa conocida de RPad. Hay
dos alelos normales de este gen, uno con
alta expresion y el otro con baja
expresion. Cuando el gen mutante es
heredado junto al alelo de alta expresion
no existe fenotipo de la enfermedad; sin
embargo, si el alelo mutante se hereda
junto con el alelo de baja expresion los
niveles de proteinas bajan hasta no ser
suficientes para mantener su funcién
normal y el fenotipo de la enfermedad se
manifiesta®.

1.3.1 ESTRUCTURA DEL GEN Y LA
PROTEINA

El gen esta localizado en el cromosoma
19. Estd compuesto por 14 exones
(longitud del transcrito 2126 pb) y codifica
para la proteina PRPF 31.

PRPF31 tiene una estructura en doble
hélice con tres dominios principales (Fig.
26). Los aminoécidos (aa) 85-120 (hélice
al) y 181-215 (hélice a6) forman dos
ramas de la espiral principal, que se
interrumpe en la punta por un pequefo
dominio globular (aa 121 - 180; hélices
a2-a5). A continuacion se encuentra el
siguiente dominio, de forma ovalada,
dominio Nop (aa 215-333; hélices a7-
al13) hasta el extremo C terminal.
PRPF31 contacta con el RNP principal
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exclusivamente a través de su dominio
Nop, lo que sugiere que este elemento es
la RNP mas importante de la proteina
PRPF31”.

Figura 26. Estructura de la proteina
codificada por PRPF31.

1.3.2 MUTACIONES EN PRPF31
ASOCIADAS A RPad

Mutaciones en los genes de los factores
de empalme son responsables del 12%
de los casos de RPad, uno de los cuales
es el gen PRPF31. La prevalencia de
mutaciones en PRPF31 esta entre 1-8%
de los pacientes con RPad dependiendo
del origen geografico, el segundo mas
importante después de la rodopsina®
implicado en la RP.

El fenotipo, la edad de desarrollo y la
severidad de la enfermedad en los
pacientes con RPad varian segun la
presencia de diferentes mutaciones.
Ademas, en algunas familias la misma
mutacién puede estar asociada a una
variacién fenotipica acusada’.

Por otra parte, distintos estudios revelan
que la penetrancia incompleta es comun
en las familias que presentan mutacidn
en PRPF31 con portadores
asintomaticos que tiene descendientes
portadores que manifiestan la
enfermedad.

Hasta el momento se han identificado
méas de 50 mutaciones en PRPF31”°, que
incluyen inserciones (desde 1 par de
bases (pb) hasta 33 pb), delecciones
(entre 1pb y 30kb) y mutaciones de
cambio de sentido a lo largo de todo el
gen®. En cualquier caso, la mayoria de
mutaciones en este gen que causan RP
se deben a la creacion de codones de
terminacion previos al stop-codon del
marco de lectura natural®. Sin embargo,
el mecanismo por el cual estas
mutaciones expresadas de forma ubicua
causan enfermedad especifica del foto-
receptor permanece sin aclarar (tabla 1).

1.3.3 MODELOS ANIMALES PARA
PRPF 31

Para el estudio de la patologia molecular
de la enfermedad y la formulacion de
futuras terapias, se han sido disefados
modelos de ratén apropiados. La
estrategia utilizada para la generacion de
mutantes PRPF 31 fue la utilizaciéon de
un  constructo recombinante  por
mutagénesis dirigida que podria dar lugar
a dos tipos de modelos de ratén®.

El primero es un modelo de mutacion
puntual que imita el cambio patogénico
A216P identificado en una de las familias
con RP11. La homologia entre las
proteinas PRPF 31 humanas y del raton
es del 99% y el aminoacido en posicion
216 esta altamente conservado en todas
las especie. El vector que porta la
mutacion puntual en el exén 7 (A216P)
fue desarrollado de tal manera que dos
sitios loxP flanquean el exén 7, lo que
permite la eliminacion de este fragmento
con la recombinasa Cre , para obtener le
modelo knock-out. La escisién mediada
por Cre se ha logrado mediante el cruce
de los ratones knock-in con una cepa Cre
transgénicos. (Fig. 27).

El modelo de ratdon knock-in ya ha sido
analizado hasta la edad de 12 meses.
Hasta el momento no se han observado
cambios en la fisiologia ya sea en
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general o en la histologia de la retina. Sin
embargo, se observé un cambio en el
ERG, las medidas sugieren un lento
desarrollo de la enfermedad en ratones
después de 1 afio de edad™. Vale la pena
sefalar que cuando se cruzaron ratones
heterocigotos knock-in (KI vs Kl) se
obtuvieron 48 crias nacidas vivos, de las
cuales ninguna era homocigdtica para la
mutacion.

stop codon at 186

Figura 27. Escision del ex6n 7 en los
ratones mutantes.

Basandose en estos hallazgos, se piensa
que los ratones mutantes homocigotos
no son viables, lo que indica que el alelo
mutante knock-in en si mismo deberia
tener un impacto perjudicial sobre la
funcién celular normal. Una posible
explicacion de la degeneraciéon lenta
puede deberse a la preservacion
funcional parcial de la proteina mutante
PRPF 31.

Tras comprobar que el modelo de raton
knock-in parece tener una lenta
degeneracion de la retina, se ha
generado un raton knock-out. El ratdn
knock-out PRPF 31+ fue generado
cruzando ratones PRPF 31" con una
cepa de ratones BALB/c que expresan
Cre recombinasa (BALB/c-Tg (CMV-Cre)
1Cgn/J). Para aprovechar las ventajas de
los sitios LoxP que flanquean el exén 7
en ratones PRPF 31" se generé un
heterocigoto creado por la mediacion de
Cre para la escision del exén 7 (Fig. 30).
Dado que el exdon 7 contiene 170
nucledtidos, la eliminacién del mismo
cred una mutacion con desplazamiento
del marco de lectura que lleva a la

creacion de nueve nuevos codones,
seguida de un codon de parada
prematuro en el exén 8. Se obtiene asi
una proteina truncada que contiene 185
aminoécidos y un tamafio de 26 kDa.

Por otra parte, la aparicion de un codén
de parada prematura en el exén 8 podria
haber llevado a la eliminacién de la
transcripcion. Debido a la escisién
mediada por Cre, el alelo mutante se
espera que sea 897 pb mas corto.

Hasta ahora, se han analizado los
ratones PRPF 31" hasta la edad de 12
meses mediante ERG e histologia. No
hubo diferencias significativas en ningun
analisis entre los ratones de tipo salvaje y
knock-out. Como era de esperar, el
cruce de PRPF 31" no produjo ningun
homocigoto  descendiente, Ilo que
confirma la letalidad embrionaria en estos
ratones®.

1.3.4 OTRAS ENFERMEDADES
CAUSADAS POR MUTACIONES EN
PRPF31

No es raro que mutaciones en un mismo
gen puedan causar enfermedades
distintas en la retina. Muchas mutaciones
producen doble fenotipo, como
mutaciones en RPE65, que produce
RPar y ACL o mutaciones en ABCA4,
que produce RPar y enfermedad de
Stargardt™.

Recientemente ha sido publicado un
articulo® en el que se relaciona la
mutacion en el gen PRPF31 con retinosis
pigmentaria asi como con degeneracion
macular. En dicho articulo Lu y cols.
describen las alteraciones retinianas
halladas en una extensa familia china
afectada por una mutacion en el gen
PRPF31. De 65 miembros estudiados 19
de ellos fueron diagnosticados de RP. Un
sujeto fue diagnosticado de degeneracién
macular juvenil y otros cuatro mostraron
alteraciones foveales y atrofia macular.
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Tabla 2. Mutaciones en PRPF31 encontradas en familias con RPad”

CAMBIO :
EXON NUCLEOTIDO EFECTO PROTEINA PENETRANCIA
Int1 2481 G>T Defecto splicing incompleta
2 c79 G>T p. Glu27Xx incompleta
Int 2 c177 + 1G>A Defecto splicing simple
3 c 220 C>T p. GIn74x2 simple
4 € 269_273 del p. tyr 90CysfsX21 incompleta
4 c 319 C>G p. Leu107Val simple
Int 4 €323 -2A>G Defecto splicing simple
5 €331_342 del p. His111_ilu114del alta
5 c358_359 del AA p.Lys120Glu120fsX122 simple
5 c390del C p. Asn131MelfsX67 Segregacion 3 afectos
5 c413C>A p.Thr138Lys incompleta
6 c421 G>T p.Glu141X incompleta
Int6 c527+2 T>C Defecto splicing incompleta
Int6 c527+1 G>T Defecto splicing incompleta
Int6 c527+1 G>A Defecto splicing incompleta
Int6 c527+3A>G Defecto splicing incompleta
Int6 c528-1 G>A Defecto splicing No testada
Int6 c528-3_45del Defecto splicing incompleta
7 C581 C>A pAla194Gilu simple
7 580-581 dup33pb Inserciéon 11 aa simple
7 c636delG pMet212llefsX27 Segregacion 2 afectos
7 c646G>C pAla216Pro incompleta
7 c666dup plle223TyrX56
8 c709_734dup pCys247X incompleta
8 c732_737delins20pb pMetfsX248 Segregacion 2 afectos
8 c758_767del pGly253AlafsX65 simple
8 c769_770ins A pThr258AspfsX21 simple incompleta
8 c785delT pPhe265SerfsX59
8 €828-829delCA pHys276GInfsX2 incompleta
Int8 c856_2A>G Defecto splicing Segregacion 2 afectos
9 c871 G>C pAla291Pro simple
9 ¢893_897dup pTyr300GlyfsX32 incompleta
9 c877_910del pArg293_Arg294>ValfsX17 |incompleta
9 €895 T>C pCys299Arg incompleta
10 c973 G>T pGlu327X simple
10 c997delG pGlu333SerfsX5 incompleta
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10491VS10+20del/insCC

10/Int10 ceT Defecto splicing simple

Int10 C1073+1 G>A Defecto splicing Segregacion 5 afectos

11 c1115_1125 pArg372GInfsX99 incompleta

11 c1142delG pGly384GlufsX32 incompleta

Int11 c1146+2 T>C Defecto splicing incompleta
C1155_1159delGGACG/I .

12 nSAGGGATT pAsp386glyfsX28 incompleta

Int13 c1374+654 C>G Defecto splicing incompleta

Ex1/Int1 Indel Int1/ex1 Pérdida 1 copia de prpf31

04-ago Del 4.8kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple

abr-13 Del 11.3 kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta

PRPF31;TFPT,;

NDUFAGS; e . .

OSCAR Del 59kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta

parcialmente

PRPF31;TFPT,;

NDUFAS; e . .

OSCAR Del 32-42 kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple

parcialmente

PRPF31;TFPT,;

NDUFAZ; Del > 44.8 kb Pérdida 1 copia de prpf31 simple

OSCAR

PRPF31;TFPT,;

NDUFA3; Del 30 kb Pérdida 1 copia de prpf31 incompleta

promotor

OSCAR

Fuente: http://www.hgmd.cf.ac.uk

InDel: Insercion-deleccion

Del: Deleccién

NDUFAS: NADH deshidrogenasa (ubiquinona) 1 alfa, subcomplejo 3
OSCAR: Osteoclasto asociado al receptor tipo inmunoglobulina
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1.4 TERAPIA
GENICA

1.4.1 GENERALIDADES
DEFINICION

La Agencia Europea del Medicamento
define la Terapia Génica como aquella
que contiene genes dirigidos para un
efecto terapéutico y que funciona
mediante la insercion de “genes
recombinantes” en células, para tratar
diferentes enfermedades, que incluyen
cancer, enfermedades genéticas, o
enfermedades crénicas. Asi mismo
define gen recombinante como un
fragmento de ADN creado en el
laboratorio y que toma dicho ADN de
diferentes fuentes. Por tanto, la terapia
génica queda englobada en el grupo
conocido como terapias avanzadas, las
cuales ofrecen nuevas estrategias para
abordar enfermedades que hasta el
momento carecen de tratamiento eficaz.

Asi pues, el objetivo final de la terapia
génica es la transferencia de material
genético nuevo a las células de un
individuo para modular la expresion de
determinadas proteinas que se
encuentran alteradas, dando lugar a un
beneficio terapéutico para el mismo®™.
Para ello podemos actuar de diferentes
maneras:

0 Sustituir un gen mutado por una
copia funcional de ese gen. Este
sistema se usa en enfermedades
recesivas 0 en enfermedades de
herencia dominante si el mecanismo
que causa la enfermedad es la
haploinsuficiencia.

o0 Inactivar un gen mutado que esta
funcionando de forma inapropiada o
bien introducir un gen enteramente
nuevo, en el caso de enfermedades
autosomicas dominantes.

0 Reparar un gen anormal a través de
una mutacién selectiva que revierta la
situacion.

o0 Regular el grado en el que un gen
esta sobre o infra-expresado.

0 Anadir un nuevo gen cuyo producto
origine efectos beneficiosos
independientemente del gen danado
originariamente.

Para que una enfermedad sea candidata
a ser tratada mediante terapia génica
debe conocerse el papel del gen en la
fisiopatologia de esa enfermedad™.
También es necesario caracterizar
adecuadamente el sistema de
administracion del gen o vector, para
controlar su localizacion en el organismo
y la duracion de la expresion génica.

Por otro lado, los recientes avances en el
conocimiento de la biologia del ARN,
como el descubrimiento del proceso de
interferencia por ARN, han abierto la
puerta a la investigacién del ARN como
molécula terapéutica (ARNi) en ciertas
enfermedades genéticas. Cada tipo
celular expresa un conjunto de genes
gue son transcritos a ARNm. La terapia
basada en ARN tiene como finalidad
modular la expresion de los genes
causantes de la enfermedad empleando
moléculas de ARN que reconocen a los
ARNm producto de la transcripciéon de
esos genes.

INCONVENIENTES DE LA TERAPIA
GENICA:

1. Corta duracién de la terapia génica

Antes de que la terapia génica pueda
convertirse en una cura permanente, el
ADN terapéutico introducido en las
células diana debe seguir siendo
funcional y las células que lo contengan
deben hacerlo de forma larga y estable.
Problemas con la integracién de ADN
terapéutico en el genoma o la rapida
divisién de las células hacen que la
terapia génica no logre beneficios a largo
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plazo. Los pacientes tendrian que
someterse a varios ciclos de tratamiento.

2. Respuesta inmune

Cada vez que un objeto extrafio se
introduce en los tejidos humanos, el
sistema inmune se activa para atacar al
invasor. El riesgo de estimular el sistema
inmunoldégico es una manera de reducir
la eficacia de esta terapia. Por otro lado,
la respuesta inmune hace que sea dificil
que la terapia génica pueda repetirse en
los pacientes.

3. Problemas con los vectores virales

Los virus presentan diversos problemas
potenciales para el paciente, la toxicidad,
la respuesta inflamatoria, el control de los
genes y los problemas de su orientacion.
Ademas, siempre existe el temor de que
el vector viral, una vez dentro del
paciente, puede recuperar su capacidad
de causar enfermedad.

4. Trastornos multigénicos

Las condiciones o trastornos que surgen
de mutaciones en un solo gen son los
mejores candidatos para la terapia
génica. Por desgracia, algunos de los
trastornos mas comunes, tales como la
hipertensiéon arterial, la enfermedad de
Alzheimer, la artritis o la diabetes, son
causadas por los efectos combinados de
las variaciones en muchos genes. Las
enfermedades multigénicas o multi-
factoriales son dificiles de tratar de forma
efectiva con terapia génica.

5. Mutagénesis de insercién

Si el ADN se integra en el lugar
equivocado en el genoma, por ejemplo
un gen supresor de tumor, podria
provocar un tumor. Esto ha ocurrido en
los ensayos clinicos para la inmuno-
deficiencia combinada severa (SCID)
ligada al cromosoma X, en la que las
células madre hematopoyéticas son
transducidas con un transgén correctivo

utilizando un retrovirus. Llevé al
desarrollo de leucemia de células T en 3
de 20 pacientes en los que se realiz6 el
ensayo.

MARCO HISTORICO

El descubrimiento de las enzimas de
restriccion en el afio de 1970 por Arber y
Hamilton sent6 las bases para transferir
genes entre diferentes células u
organismos, inclusive pertenecientes a
diferentes especies. En 1978 se realizé
la primera hormona recombinante
insertando el gen de la insulina en una
bacteria E. coli. De alli en adelante se
afianzaron los conocimientos necesarios
para transferir genes a células humanas
con el fin de alterar el fenotipo patolégico
y generar una nueva forma terapéutica.
La primera transferencia se realizé en
1989 en un paciente con una inmuno-
deficiencia. Aunque no se encontraron
efectos clinicos se explicitd que tampoco
habia efectos deletéreos como muchos
apocalipticamente habian pronosticado.

En 1990 W. French Anderson propone el
uso de células de médula Osea tratadas
con un vector retroviral que porta una
copia correcta del gen que codifica para
la enzima adenosina deaminasa (ADA)®,
la cual se encuentra mutada en una
enfermedad que forma parte del grupo de
las SCID (inmunodeficiencia severa
combinada). Se realizé la transformacion
ex-vivo con los linfocitos T del paciente,
que luego se volvieron a introducir en su
cuerpo. Cinco afos mas tarde, se
publicaron los resultados de la terapia”,
lo que contribuyé a que la comunidad
cientifica y la sociedad consideraran las
posibilidades de esta técnica. No
obstante, el apoyo a la terapia fue
cuestionado cuando algunos nifos
tratados para SCID desarrolla-
ron leucemia. Las pruebas clinicas se
interrumpieron temporalmente a causa
del impacto que supuso el caso de Jesse
Gelsinger en 1999, la primera persona
reconocida publicamente como fallecida
a causa de la terapia génica. Su muerte
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se debio al uso del vector adenoviral para
la transduccion del gen necesario para
tratar su enfermedad, lo cual caus6 una
excesiva respuesta inmune, con un fallo
multiorganico y muerte cerebral.

En 2003 un equipo de investigadores de
la Universidad de California inserté genes
en un cerebro usando liposomas
recubiertos de un polietilenglicol®®. La
transferencia de genes en este érgano es
un logro significativo porque los vectores
virales son demasiado grandes para
cruzar la barrera hemato-encefalica. Este
método tiene potencial para el
tratamiento de Ila enfermedad de
Parkinson. También en ese afo se
plantedé la interferencia por ARN para
tratar la enfermedad de Huntington®™.

En 2006 cientificos del National Institut of
Health (EEUU) trataron exitosamente un
melanoma metastatico en dos pacientes
usando células T para atacar las células
cancerosas. Este estudio constituye la
primera demostracién de que la terapia
génica puede ser eficaz en el tratamiento
del cancer®. Actualmente el 64,2% de los
estudios en terapia génica estan
desarrollandose para tratar el cancer™. En
este sentido los estudios pueden ir
enfocados en diversas lineas de trabajo. El
gen P53, regulador de la apoptosis esta
mutado en muchos tipos de tumores. Se ha
ensayado exitosamente con la introduccion
del gen P53 en células tumorales’.
Igualmente en tumores en los que no existe
dicha mutacién, se ha observado que si
existe una alteracion en la funcién de la via
normal de p53, por lo que se plantea esta
terapia como otra opcidon que puede
resultar UtiI*. Otras vias de trabajo van
enfocadas en silenciar oncogenes™®% o
en introducir genes suicidas directamente
en las células cancerosas™.

1.4.2 TERAPIA GENICA EN
DISTROFIAS RETINIANAS

El 1 de mayo del 2007, el Moorfields Eye
Hospital y la Universidad College
London’s Institute of Ophthalmology, y un

ano después el Hospital de Nifios de
Filadelfia, anunciaron el primer ensayo
de terapia génica en una enfermedad
hereditaria de retina, la LCA. La primera
operacion (en Inglaterra) se llevé a cabo
en un varon britanico de 23 afios, Robert
Johnson, a principios de ese afio”.
Mientras, en Filadelfia, Corey Haas fue el
primer nifio en obtener este tipo de
terapia.

La LCA es una enfermedad hereditaria
gue causa la ceguera por mutaciones en
el gen RPEG65. Experimentos desarro-
llados en modelos animales de ratén” y
perro'® demostraron mejoria de la visién
mediante el tratamiento con terapia
génica usando adenovirus en los que se
insertd6 el gen normal RPEG65.
Posteriormente se publicaron en New
England Journal of Medicine los primeros
resultados en humanos™'. Se investigé la
transfeccidon subretiniana con el virus
recombinante  adenoasociado  (AAV)
llevando el gen RPEBGS5, y se encontraron
resultados positivos. Los pacientes
mostraron incremento de la visién sin
efectos secundarios aparentes®’. Los
ensayos clinicos de esta terapia se
encuentran en fase Il. Mas recientemente
fueron publicados los resultados del
seguimiento durante tres aflos de
pacientes igualmente tratados. Los
resultados mostraron mejoria de la
agudeza visual corregida, en los defectos
campimétricos y wuna reduccion del
nistagmus'”. Trabajos publicados maés
recientemente han demostrado que
aunque la mejoria de la vision persiste en
el tiempo, y que no hay alteraciones
inmunologias tras una segunda inyeccion
en el ojo contralateral, el proceso
degenerativo no se ha logrado detener”.
La combinacion de terapia génica y
terapia celular podria ser una alternativa
en estos casos.

En Septiembre de 2009 se publicé en
Nature que unos investigadores de las
Universidades de Washington y de
Florida fueron capaces de proporcionar
visidon cromatica a monos con ceguera
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rojo-verde usando terapia génica'”.
Recientemente se han publicado los
resultados de la interferencia para
silenciar el gen Gcapl (que es uno de los
responsables de la distrofia de conos y
bastones) en un modelo de ratén
mutante para dicha enfermedad. La
terapia génica ha logrado aumentar la

supervivencia de los bastones y mejorar

la funcién visual en estos animales'”.

En la tabla 3 se muestran los ensayos
clinicos con terapia génica en
enfermedades oculares actualmente en
curso.

Tabla 3. Ensayos clinicos en enfermedades oculares en curso basados en terapia génica®.

ID ensayo

Titulo

Vector

AU-0025

A Phase I/ll controlled, dose-escalating trial to establish
the baseline safety and efficacy of a gene therapy product
into the eyes of patients with exudative age-related
macular degeneration (AMD).

AAV

AU-0029

A Phase I/ll Controlled Dose-escalating Trial to Establish
the Baseline Safety and Efficacy of a Single Subretinal
Injection of rAAV.sFIt-1 Into Eyes of Patients With
Exudative Age-related Macular Degeneration (AMD)

AAV

CA-0026

Clinical Trial of Retinal Gene Therapy for Choroideraemia
Using an Adeno-associated Viral Vector (AAV2) Encoding
Rab-escort Protein 1 (REP1)

AAV

CA-0027

An Open Label Clinical Trial of Retinal Gene Therapy for
Choroideremia Using an Adeno-associated Viral Vector
(AAV2) Encoding Rab-escort Protein-1 (REP1)

AAV

CN-0025

Safety and Efficacy Study of a Single Intravitreal Injection
of rAAV2-ND4 Treatment of Leber Hereditary Optic
Neuropathy

AAV

FR-0059

A phase l/lla, non randomized, escalating dose, open-
label study to evaluate safety and efficacy of GS010
(rAAV2/2-CMV-ND4) in patients suffering from Leber
Hereditary Optic Neuropathy due to mutations in the
mitochondrial NADH Dehydrogenase 4 gene

AAV

FR-0060

A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of
Subretinally Injected UshStat? Administered to Patients
with  Retinitis Pigmentosa Associated with Usher
Syndrome Type 1B

Lentivirus

1L-0008

Phase | Trial of Ocular Subretinal Injection of a
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV2-hRPEG5)
Gene Vector to Patients With Retinal Disease Due to
RPEG65 Mutations

AAV

SA-0001

Phase | Trial of Ocular Subretinal Injection of a
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV2-VMD2-
hMERTK) Gene Vector to Patients With Retinal Disease
Due to MERTK Mutations

AAV
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UK-0192

An open label dose escalation study of retinal gene
therapy for choroideraemia with an adeno-associated viral
vector (AAV2/2) expressing Rab-escort protein 1 (REP-1)

AAV

UK-0200

An Open Label Dose Escalation Phase 1 Clinical Trial of
Retinal Gene Therapy for Choroideraemia Using an
Adeno-associated Viral Vector (AAV2) Encoding Rab-
escort Protein 1 (REP1)

AAV

Us-0677

Phase | Trial of Ocular Subretinal Injection of a
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV-RPEG5)
Gene Vector in Patients with Retinal Disease Due to
PE65 Mutations

AAV

US-0487

An Open-Label, Phase I, Single Administration, Dose
Escalation Study of ADGVPEDF.11D (ADPEDF) in
Neovascular Age-Related Degeneration (AMD)

Adenovirus

US-0539

Phase /Il Evaluation of Safety and Efficacy of a Matrix-
Targeted Retroviral Vector Bearing a Dominant Negative
Cyclin G1 Construct (Mx-dnG1) as Adjunctive Intervention
for Superficial Corneal Opacity/Corneal Scarring

Retrovirus

US-0575

A Phase | Study of NT-501, an Implant of Encapsulated
Human NTC-201 Cells Releasing CiliaryNeurotrophic
Factor (CNTF), in Patients with Retinitis Pigmentosa

Plasmido desnudo
de ADN

US-0589

A Phase 1 Study in Glaucoma Subjects Receiving SCH
412499 (rAd-p21) Administered as a Single Injection into
the  Subconjunctival Space Prior to  Primary
Trabeculectomy

Adenovirus

Us-0677

Phase | Trial of Ocular Subretinal Injection of a
Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV-RPEB5)
Gene Vector in Patients with Retinal Disease Due to
RPE65 Mutation

AAV

US-0740

Subretinal (Phase 1, Retinal Disease Due to RPE65
Mutations)

AAV

US-0745

A Phase Il Study of Implants of Encapsulated Human
NTC-201 Cells Releasing CiliaryNeurotrophic Factor
(CNTF), in Participants with Visual Acuity Impairment
Associated with Atrophic Macular Degeneration

Plasmido desnudo
de ADN

US-0795

A Phase 1l Study of Encapsulated Human NTC0201 Cell
Implants Releasing CiliaryNeurotrophic Factor (CNTF) for
Participants with Retinitis Pigmentosa Using Visual Acuity
as the Primary Outcome

Plasmido desnudo
de ADN

US-0796

A Phase Il Study of Encapsulated Human NTC0201 Cell
Implants Releasing CiliaryNeurotrophic Factor (CNTF) for
Participants with Retinitis Pigmentosa Using Visual Field
Sensitivity as the Primary Outcome

Plasmido desnudo
de ADN

US-0918

A Multiple-Site, Phase 1/2, Safety and Efficacy Trial of a
Recombinant Adeno-Associated Virus Vector Expressing
RPE65 (rAAV2-CB-hRPEG65) in Patients with Leber
Congenital Amaurosis Type 2

AAV
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US-0948

A Phase 1, Open-Label, Multi-Center, Dose Escalating,
Safety and Tolerability Study of a Single Intravitreal
Injection of AAV2-sFLTO1 in Patients With Neovascular
Age-Related Macular Degeneration

AAV

US-1005

A Safety and Efficacy Study in Subjects with Leber
Congenital Amaurosis (LCA) using Adeno-associated
Virus Vector to Deliver the Gene for Human RPE65 to the
Retinal Pigment Epithelium (RPE) [AAV2-hRPE65v2-301]

AAV

US-1047

A Follow-On Study to Evaluate the Safety of Re-
Administration of Adeno-Associated Viral Vector
Containing the Gene for Human RPE65 [AAV2-
hRPE65v2] to the Contralateral Eye in Subjects with
Leber Congenital Amaurosis (LCA) Previously Enrolled in
a Phase 1 Study

AAV

US-1061

A Phase | Dose Escalation Safety Study of Subretinally
Injected RetinoStat?, a Lentiviral Vector Expressing
Endostatin and Angiostatin, in Patients with Advanced
Neovascular Age-Related Macular Degeneration

Lentivirus

US-1085

A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of
Subretinally Injected StarGen?, Administered to Patients
with Stargardt?s Macular Degeneration

Lentivirus

US-1102

A Phase I/lla Dose Escalation Safety Study of
Subretinally Injected UshStat?, Administered to Patients
with  Retinitis Pigmentosa Associated with Usher
Syndrome Type 1B

Lentivirus

US-1252

A Phase 2 Multicenter Randomized Clinical Trial of
CiliaryNeurotrophic ~ Factor (CNTF) for  Macular
Telangiectasia Type 2 (MacTel)

Plasmido desnudo
de ADN

US-X001

Phase | Cand5 Anti-VEGF RNAI Evaluation

*ARNi

US-X002

Cand5 Anti-VEGF RNAi Evaluation (CARE) trial

*ARNi

US-X003

RNAi Assessment of Cand5 in Diabetic Macular Edema
(RACE) trial

*ARNi

US-X004

Phase 1 Open-Label, Dose-Escalation Single Dose Trial
With Sirna-027 in Patients With Age-Related Macular
Degeneration

*ARNi

US-X007

A Study Using Intravitreal Injections of a Small Interfering
RNA in Patients With Age-Related Macular Degeneration

*ARNi

Fuente. www.abedia.com/wiley
*ARNi: Terapia de interferencia, no usa vector
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1.4.3 IDONEIDAD DEL OJO PARA LA
TERAPIA GENICA

Existe un amplio numero de
enfermedades que pueden llegar a
tratarse con terapia génica, desde
enfermedades monogénicas como la
fibrosis quistica, hasta enfermedades
mas complejas como el céncer'”. Un
grupo de afecciones que esta
despertando un gran interés es el
relacionado con los problemas oculares.
El ojo presenta una serie de ventajas
para la aplicacion de este tipo de terapia
debido a:

0 Su anatomia bien definida

o Su facil accesibilidad, evitandose la
administracion  sistémica y las
barreras que se han de superar para
llegar al lugar de accién.

0 La reducida dimensiéon del tejido
ocular y la baja difusién a la
circulacion sistémica, que permite
utilizar bajas dosis.

0 La posibilidad de utilizar métodos no
invasivos y poder comprobar la
recuperacion mediante la evolucién
de la funcioén visual.

o El privilegio inmunolégico del que
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goza este 6rgano .

El principal problema que se plantea es
que la via de administracion que se ha
mostrado mas  eficiente es la
subretiniana, de manera que inducimos
un desprendimiento seroso yatrégeno, ya
que las barreras hematorretiniana y
hematoacuosa hacen que los vectores
administrados por via intravenosa
penetren en el ojo en muy poca cantidad
y lo mismo ocurre si se opta por la
administracién topica.

1.4.4 VECTORES

Los vectores son sistemas que ayudan
en el proceso de transferencia de un gen
exdgeno a la célula, facilitando la entrada
y biodisponibilidad intracelular del mismo,
de tal modo que este pueda expresarse

correctamente. Existen vectores virales y
no virales. Tradicionalmente se han
utilizado los vectores virales ya que con
ellos se conseguian mejores niveles de
trasfeccion 'y  expresion del gen
terapéutico. Sin embargo, los recientes
avances en la tecnologia de los vectores
no virales han cedido el paso a
novedosas moléculas y técnicas con
eficiencia similar a la de los virus, que
ademas cuentan con la ventaja de
poderse producir a mayor escala y su
baja inmunogenicidad.

VECTORES NO VIRALES
1. Inyeccion directa de ADN

Por este método, el ADN o ARN puro
circular y cerrado covalentemente es
directamente inyectado dentro del tejido
deseado. Este método es simple,
econdémico, y un procedimiento que no es
toxico comparado con la entrega
mediante virus. El potencial para llevar
largas construcciones de ADN es
también ventajoso. De cualquier manera,
los niveles y persistencia de la expresion
de genes es demasiado corta (dias).

2. Métodos fisicos

Se han realizado esfuerzos en la
investigacion para mejorar la eficiencia
de la inyeccion directa de ADN, y se ha
experimentado con diversos métodos
fisicos que facilitan el paso del ADN al
interior de las células. Algunos de estos
métodos son:

Electroporacion: utiliza pulsos de alto
voltaje para facilitar el paso del ADN a
través de la membrana celular.

Sonoporacién: en este caso se produce
una disrupcién de la membrana celular
mediante la cavitacion producida con
ultrasonidos.

Bombardeo de particulas: En este

método fisico el plasmido de ADN es
revestido de gotas de 1 a 3 micras de
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diametro de oro o tungsteno. Estas
particulas son aceleradas por una
descarga eléctrica o por un pulso de gas
y son ‘disparadas" hacia el tejido. La
fuerza fisica del impacto supera la
barrera de la membrana celular. Sin
embargo, la rigidez de los diferentes
tejidos, la procedencia del ADN extrano,
y la capacidad de transcripcion intrinseca
conducen a grandes variaciones en la
eficiencia de la expresion de los genes
en conjunto.

3. Métodos quimicos

Liposomas cationicos: La técnica recae
en las propiedades de carga eléctrica del
ADN (negativo debido a la cadena de
fostatos en la doble hélice), lipidos
cationicos (carga positiva) y la superficie
celular (una red de cargas negativas
debido a los residuos del &cido sialico).
Los complejos transfectantes, con carga
neta positiva, se fijan a la célula mediante
proteinas azucaradas de la membrana
plasmatica. Luego, las interacciones
electrostaticas les permiten la
penetracion. Aunque han sido
ampliamente utilizados, se ha observado
cierta toxicidad dependiente de la dosis
que puede limitar su uso terapéutico.

Transferencia de genes mediante
receptores: Este método utiliza unas
moléculas especificas (ligantes) que
seran reconocidas por los receptores
presentes en el tejido diana. La
naturaleza de los ligantes es muy
variada, azucares, péptidos, hormonas,
etc. Las células absorben los elementos
del medio exterior por endocitosis: su
membrana se repliega hasta formar una
vesicula, el endosoma. Los complejos de
transfeccién aprovechan este mecanismo
para penetrar en sus objetivos celulares.
El interior del endosoma se acidifica
progresivamente y luego se fusiona con
otra clase de vesicula llamada lisosoma,
que contiene enzimas que degradan su
contenido. Por tanto, una vez en el
endosoma, los complejos deben escapar
de él antes de ser vertidos en los

lisosomas y sufrir el ataque enzimatico.
Por esto, a los vectores sintéticos se les
asocia unas moléculas, Illamadas
fusibgenas, que desestabilizan las
membranas del endosoma y les permite
evadirse. A fin de que la actividad
fusibgena se manifieste Unicamente
después de la entrada en el endosoma,
se eligen unas moléculas cuya actividad
sblo tiene lugar cuando el medio se
acidifica.

Una vez en el citoplasma, en células en
crecimiento, el ADN penetra en el nucleo
durante la divisién celular, cuando se
rompe la envoltura nuclear. Pero en las
células en reposo - estado en el cual se
encuentran la mayor parte de las células
del organismo- la envoltura nuclear
constituye una barrera que unicamente
deja pasar por difusion moléculas cuyo
tamafio sea inferior a 9 nm. A través de
los poros de la membrana nuclear pasan
moléculas de 9 a 25 nm. La mayoria de
los complejos de transferencia miden
mas de 25 nm. Actualmente, esta etapa
del transporte nuclear es la mas dificil de
resolver.

Nanoparticulas: Aunque las nano-
particulas han sido definidas como
estructuras con un tamafio comprendido
entre 1-100 nm en algunos campos, en
realidad no existe un consenso sobre tal
definicion. Sin embargo, cuando nos
referimos a una aplicacion terapéutica
podrian definirse como una
ultradispersién de estructuras supra-
moleculares, generalmente poliméricas y
que pueden exhibir un tamano de hasta
unos cientos de nandmetros. Para llevar
a cabo una eficiente liberaciéon sistémica,
las nanoparticulas deben ser lo
suficientemente grandes para evitar el
rapido aclaramiento renal via filtracion
glomerular, 'y lo  suficientemente
pequenas para ser capaces de atravesar
el endotelio capilar con el fin de alcanzar
el tejido diana'”""*'®.

Dependiendo del procedimiento utilizado
para la preparacion de los nanosistemas,
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éstos pueden clasificarse en nanoesferas
(nanoestructuras tipo matricial) o]
nanocapsulas  (nanoestructuras tipo
reservorio), pudiendo encontrarse las
moléculas  terapéuticamente  activas
dentro de la matriz del nanosistema,
atrapadas en el nucleo o adsorbida.

El diseio de nanosistemas ha
experimentado, con el paso de los afos,
grandes avances entre los que cabe citar
el paso de sistemas basados en
polimeros no biodegradables, tales como
poliacrilamida o polimetilmetacrilato, al
empleo de materiales tales como
albumina, quitosano, polilactico-glicélico
0 compuestos lipidicos.

Para mejorar el direccionamiento,
inicialmente se propuso la decoracion de
estos nanosistemas con anticuerpos, sin
embargo, esta estrategia no resulté ser
una solucién adecuada, por dar lugar a
sistemas con tamafios muy grandes v,
ademas, porque eran captados
mayoritariamente por el sistema reticulo
endotelial y el higado. A continuacion las
nanoparticulas fueron decoradas con
ligandos para facilitar su
direccionamiento (ej. péptidos), los
cuales reconocen sitios especificos de un
determinado grupo celular e, incluso,
pueden controlar el trafico intracelular de
las nanoparticulas

VECTORES VIRALES

Todos los virus se unen a sus células
diana e introducen su material genético
en la célula huésped como parte de su
ciclo de replicacion. Este material
genético basico contiene "instrucciones"
de como producir mas copias de estos
virus y llevar a cabo el secuestro de la
maquinaria de la célula normal de
produccién para satisfacer las
necesidades del mismo. Algunos tipos de
virus insertan fisicamente sus genes en
el genoma del huésped (caracteristica
tipica de los retrovirus) con lo cual los
genes de ese virus permanecen entre los
genes de la célula huésped durante la

vida util de la célula. Gracias a esta
capacidad los virus pueden ser utilizados
como vehiculos para transferir genes
'sanos' a una célula humana. En primer
lugar, habria que eliminar los genes del
virus que causan enfermedad vy
posteriormente se sustituirian con los
genes que codifican el efecto deseado.
Este procedimiento debe hacerse de tal
manera que los genes que permiten al
virus insertar su genoma en el nucleo de
la  célula huesped permanezcan

intactos'"”.

Consideramos los sistemas de vectores
virales basados en cuatro grupos de virus
diferentes: retrovirus, adenovirus, virus
adenoasociados y herpesvirus''".

1. Retrovirus

Los retrovirus (Fig. 28) comprenden un
gran grupo de virus desarrollados que
contienen ARN de cadena sencilla como
genoma viral. Durante el ciclo de vida
virico normal, el ARN virico se transcribe
a la inversa para producir ADN de
cadena doble (gracias a la accion de la
enzima retrotranscriptasa) que se integra
en el genoma de la célula hospedadora y
se expresa en periodos prolongados.
Como resultado, las células infectadas
vierten virus de forma constante sin dafio
aparente en la célula hospedadora. El
genoma viral es pequefio (aproximada-
mente 10 kilobases), y su organizacion
prototipica es muy sencilla.

Figura 28. Retrovirus
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La principal ventaja de los vectores de
retrovirus es que se integran y son
capaces de una expresion a largo plazo.
Ademas pueden ser desarrollados en
cantidades relativamente grandes. Sin
embargo, la mayoria de los retrovirus se
pueden integrar sélo en células que se
replican (el virus de la inmunodeficiencia
humana parece ser una excepcion). Esta
propiedad, poseida por la mayoria de los
retrovirus, restringe claramente su uso
como vector para la terapia génica.

2. Herpesvirus

El herpesvirus (Fig. 29) presenta un
material genético compuesto por ADN
bicatenario lineal que en el virus del
herpes simplex ronda las 50 Kb y las 220
Kb en el citomegalovirus. El potencial de
estos virus como vectores génicos recae
en la habilidad de llevar grandes
secuencias de ADN extrafo insertadas y
su habilidad para establecer infecciones
latentes de larga duracion en las cuales
el genoma del virus existe como un
episoma con efectos no aparentes en la
célula hospedadora.

Un inconveniente mayor al uso de estos
virus en terapia génica, de cualquier
manera, es su relacién con diferentes
patologias. Los Gamma-herpesvirus
estan asociados con dafos
linfoproliferativos y en algunos momentos
con malignidad. Los Beta-herpesvirus o
citomegalovirus, pueden tener potencial
como vectores génicos para la terapia
génica, pero el desconocimiento de la
biologia de estos virus, y en particular la
naturaleza de la infeccion latente, es
escasa.

En contraste, los Alfa-herpesvirus, no
pueden mantener una infeccion latente
en células en division, la herencia de los
genes repartidos a las células hijas de la
siguiente generacion soélo podria ocurrir
como resultado de una fortuita
integracion no especifica.

Figura 29. Herpesvirus

3. Adenovirus

Este grupo (Fig. 30) comprende una gran
clase de virus no desarrollados que
contienen ADN lineal de cadena doble.
Los vectores de adenovirus son algo mas
grandes y complejos que los retrovirus,
en parte porque solamente una pequefia
fracciéon del genoma virico es eliminada
de los vectores mas corrientes.

Las principales ventajas de los vectores
de adenovirus se resumen en que son
capaces de transferir el gen episomal de
forma eficiente en una amplia cantidad
de células y tejidos y que son faciles de
producir en grandes cantidades. La
principal desventaja es que la respuesta
del hospedador al virus parece limitar la
duracion de la expresion y la capacidad
de repetir la dosis, al menos con altas
dosis de vectores de primera generacion.

Figura 30. Adenovirus
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3. Virus adenoasociados

El AAV (Fig. 31) es un virus muy
pequeio, no auténomo, que contiene
ADN lineal de cadena sencilla. Requiere
la coinfeccién con adenovirus u otros
virus para replicarse. El AAV esta
extendido en la poblacion humana, como
evidencian los anticuerpos frente al
mismo, pero no se asocia a ninguna
enfermedad conocida.

La ventaja potencial del vector AAV es
que parece capaz de una expresion a
largo plazo en células que no se dividen,
posiblemente aunque no necesariamente
porque el ADN virico lo integra. Los
vectores son estructuralmente simples, y
pueden provocar menos respuesta de la
célula hospedadora que del adenovirus.
Su principal limitacién en el presente es
que los vectores son dificiles de
desarrollar en grandes cantidades.

Figura 31. Virus adenoasociados

La organizacion del genoma del AAV es
extremadamente simple, comprendiendo
sé6lo dos genes:

rep, que codifica una familia de proteinas
superpuestas  involucradas en la
replicacion e integracion.

cap, que codifica una familia de tres
proteinas estructurales viricas.

Los extremos del genoma comprenden
repeticiones terminales (ITR) de cerca de
145 nucleodtidos. Los AAV de tipo salvaje

pueden integrar su ADN en el
cromosoma del hospedador en ausencia
del virus ayudante. Esta integracion
puede ocurrir con mas frecuencia en
regiones del cromosoma 19 y esta
involucrada la proteina rep.

Los vectores basados en AAV son
extremadamente simples. Contienen soélo
las secuencias viricas ITR que bordean
la unidad de transcripcion de interés.
Estos dan las secuencias necesarias
para la replicacion y el empaquetamiento
del vector de ADN.

Como ventajas en el uso de estos

vectores encontramos:

0 Se integra en el genoma de la célula
huésped y persiste su expresion a
largo plazo en células que no se
dividen, como es el caso de los
fotorreceptores' .

o0 No causan mutagénesis de insercion.

0 Infecta tanto células en division como
quiescentes.

0 No supone un peligro para
humanos.

Entre los principales inconvenientes

destacamos:

o Titulado virico muy bajo.

o Limitacién del inserto a 4.9Kb, no
puede exceder mucho de la longitud
del genoma viral.

El unico problema parece ser que la
longitud del vector ADN no puede
exceder mucho de la longitud del
genoma viral con 4680 nucledtidos.
Generalmente, el desarrollo de vectores
AAV es voluminoso y lleva consigo la
introduccién en la célula hospedadora, no
solo del propio vector, sino también de un
plasmido que codifica rep y cap para
proveer las funciones de virus ayudante.

DISENO DEL VECTOR

Todos los vectores viricos estan hechos
al menos de dos componentes, el
genoma virico modificado y la estructura
del virion que lo rodea. Esta estructura
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envuelve y protege al acido nucleico viral
y provee los medios para unirse y entrar
en las células dianas. De todas formas, el
acido nucleico del virus en un vector
disefhado para la terapia génica es
modificado de muchas formas. Los
objetivos de estas modificaciones son (1)
discapacitar el crecimiento del virus en
las células diana mientras se mantiene
su capacidad para desarrollarse en forma
de vector (bien en un envase especifico o
bien en una célula auxiliar), (2) dar
espacio en el genoma virico para la
insercion de secuencias de ADN
exdgeno y (3) incorporar nuevas
secuencias que codifiquen y capaciten la
expresion apropiada del gen de interés.
De esta forma, podemos considerar que
los acidos nucleicos del vector
comprenden dos  elementos: las
secuencias viricas esenciales que
permanecen y la unidad de transcripcion
para el gen exdgeno.

Ya que cualquier secuencia que
permanezca del virus que codifica podria
ser expresada, incluso por un vector viral
discapacitado, todas las secuencias
viricas no esenciales deberian ser
eliminadas.

Dado que los vectores virales que
utilizamos en este trabajo fueron vectores
adenoasociados, se describe a
continuacién con mayor detalle el disefio
del mismo asi como otras caracteristicas
propias de los virus adenoasociados.

ESTRUCTURA Y ELEMENTOS
VIRICOS ESENCIALES

La organizacion del genoma es ADN
lineal de cadena sencilla de 4,6Kb de
sentido positivo y negativo, compren-
diendo 4 genes superpuestos que
codifican las proteinas Rep, necesarias
para el ciclo vital del AAV, y el gen cap
que codifica para las proteinas que
forman una capside de simetria
icosaédrica.

Las Unicas secuencias esenciales para
un vector AAV son los 145 nucledtidos
ITRs en el 5'y 3" al final del vector. Estos
dan las secuencias necesarias para la
replicacién y el empaquetamiento del
vector de ADN. Estas ITR o secuencias
de repeticién invertida terminal tienen la
capacidad de formar una horquilla, lo que
contribuye al llamado auto-cebado, que
permite la sintesis de la segunda cadena
de ADN independiente de primasa. La
ITR se requiere tanto para la integracion
del ADN en el genoma de AAV de la
célula huésped (cromosoma 19 en
humanos) como para el rescate de ella,
asi como para una encapsidacién
eficiente del ADN del AAV en
combinacién con la generacion de
particulas AAV completas resistentes a

desoxirribonucleasa'™.

Con respecto a la terapia génica, las ITR,
parecen ser las Unicas secuencias
necesarias en cis proximas al gen
terapéutico; los genes estructurales (cap)
y de embalaje (rep) pueden ser
integrados en trans. Con esta premisa se
establecieron muchos métodos para la
produccion eficiente de vectores AAV
recombinantes. Sin embargo, algunos
grupos de investigacion han identificado
una secuencia designada como elemento
dependiente de rep activado en cis
(CARE) dentro de la secuencia
codificante del gen rep. CARE puede
aumentar la replicacion y encapsidacion
cuando esté presente en cis'*""°.

Genes rep: En el "lado izquierdo" del
genoma, hay dos promotores llamados
p5 y p19, que producen dos ARN
mensajeros (ARNm) solapados de
diferente longitud. Cada uno de estos
contiene un intrén que puede ser
eliminado o no. Teniendo en cuenta
estas posibilidades, pueden ser
sintetizados cuatro ARNm distintos, y por
tanto cuatro proteinas rep cuyos nombres
vienen dados por sus tamafos en
kilodaltons (kDa): Rep78, Rep68, Rep52
y Rep40.
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Rep78 y 68 se puede unir especifica-
mente la horquilla formada por el ITR en
el acto de auto-cebado y se unira a una
region especifica: sitio de resolucion
terminal, dentro de la horquilla. Las
cuatro proteinas rep se unen a ATP y

poseen actividad helicasa'".

Genes cap: El “lado derecho” de la
cadena positiva del genoma, se codifican
las secuencias de tres proteinas super-
puestas, VP1, VP2 y VP3, que parten de
un promotor, designado p40. La capside
de AAV esta compuesta por 60 sub-
unidades de dichas proteinas, VP1, VP2
y VP3, que se organizan en una simetria
icosaédrica en proporcion 01:01:10, con
un tamano estimado de 3.900 Kd.

PRODUCCION DEL VECTOR

Los vectores de AAV no tienen todas las
secuencias que codifican virus. En
consecuencia, los genes cap y rep deben
ser introducidos en las células como
plasmidos al mismo tiempo que el
plasmido del vector que contiene el ADN
circular flanqueado por ITR. Los métodos
de transfeccidn usados para este
proposito son ineficientes y dificiles de
cubrir. Ademas, las células transfectadas
requieren una coinfeccion con adenovirus
para dar funciones auxiliares adicionales.

Los esfuerzos para mejorar la eficiencia
de los métodos de produccion son
obstaculizados porque rep es toxica para
las células. Aunque se han considerado
muchos métodos para solventar este
problema, como fabricar un adenovirus
auxiliar para expresar rep y cap, esto
queda como un hecho significativo.

El conjunto minimo de genes
adenovirales  necesarios para la
generacion eficiente de las particulas de
AAV, fue descubierto por Matsushita et
al'. Este descubrimiento permitié
nuevos métodos de produccion de
proteinas recombinantes AAV que no
requieren co-infeccion por adenovirus en
las células productoras AAV. En
ausencia de virus auxiliar o factores
genotoxicos, el ADN de AAV puede
integrarse en el genoma del huésped
(integracion mediada por las proteinas
Rep78 y Rep68, que requiere la
presencia de ITRs que flanquean la
region donde se integren) o persistir
como episoma. En ratones, el genoma
AAV se ha observado que persiste
durante largos periodos de tiempo en los
tejidos en reposo, como los musculos
esqueléticos, en forma  episomal
(conformacién circular cabeza-cola)'™.

UNIDAD DE TRANSCRIPCION PARA LA
EXPRESION DEL GEN EXOGENO

Para algunas aplicaciones, el tamafo del
vector de ADN es problematico. EI ADN
mayor de 4800 nucledtidos es dificil de
replicar y empaquetar. Cuando el tamafio
del ADN introducido no es problematico,
como el caso de PRPF31, se pueden
utilizar unidades de transcripcion
convencionales. Estas (Fig. 32) pueden
incluir varios promotores exégenos y, en
algunos casos, marcadores selec-
cionables. Para introducir la especificidad
de expresion en tejidos, también han sido
introducidos segmentos de regiones de
control del locus, pero con un éxito

limitado'"°.

AAV2 ITR Rep Cap ITR
SILVESTRE ] ]
AAV2 DE ITR Promotor GEN ITR
EXPRESION —

Figura 32. Estructura del vector AAV2 silvestre y de expresion del gen diana.
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SEROTIPOS AAV

Se han descrito 11 serotipos del AAV';
todos ellos pueden infectar las células de
multiples y diversos tipos de tejidos. La
especificidad por un tejido viene
determinada por el serotipo de Ila
capside, por tanto el pseudotipado de los
vectores AAV para alterar su rango de
tropismo ha sido muy importante para su

utilizacion en terapia génica'™.

El serotipo 2 (AAV2) ha sido uno de los
mas estudiados. Presenta un tropismo
natural por las células musculares',
neuronas™, musculo liso vascular' y los
hepatocitos. A nivel ocular se ha visto
que en primates presenta mayor
eficiencia de transfeccion en el EPR que
en los fotorreceptores™™'. Se han descrito
tres receptores en las células humanas
para AAV2: el proteoglicano heparan
sulfato, la integrina aVB5 y el factor 1 del
receptor del crecimiento de los
fibroblastos. El primero funciona como
receptor primario, mientras que los dos
Ultimos tienen una actividad co-receptora
y permiten al AAV entrar en la célula por
endocitosis mediada por receptor.

Aunque AAV2 es el mas utilizado en la
investigacion basada en AAV, hay otros
serotipos que pueden ser mas eficaces.
AAV6 parece mucho mejor al infectar
células epiteliales de las vias
respiratorias y muestra menor
inmunogenicidad que AAV2. AAV7
presenta una tasa muy alta de
transduccion en células del musculo
esquelético murino (similar a AAV1 y 5),
AAVS8 es excelente en la transduccién en
hepatocitos y AAV1 y 5 demostraron ser
muy eficientes en la transmisién de
genes a células endoteliales vasculares.
Ademas, los serotipos pueden diferir con
respecto a los receptores a los que son
enlazados. Por ejemplo la transduccion
de AAV4 y AAV5 puede ser inhibida por
acido sidlico soluble y se ha demostrado
que AAV5 penetra en las células a través
del receptor del factor crecimiento
derivado de plaquetas.

CICLO DE INFECCION DEL AAV

Hay varios pasos en el ciclo de infeccion
por AAV'"":

union a la membrana celular

endocitosis

trafico endosomal

escapar del endosoma tardio

translocacion al nucleo

formacion de la forma replicativa de

doble hélice de ADN del genoma

expresion de los genes rep

replicacién del genoma

0 expresion de los genes cap, sintesis
de particulas de ssADN

0 ensamblaje de los
completos, y

0 liberacién de la célula infectada.

O O 0O O0OO0Oo

O O

viriones

Algunos de estos pasos puede ser
diferente segun el tipo celular, lo que, en
parte, contribuye al tropismo definido y
limitado de AAV. La replicacién del virus
también varia en funcion de la fase del
ciclo celular en la que se encuentre.

El rasgo caracteristico de los AAV es una
deficiencia en la replicacion y por lo tanto
su incapacidad para multiplicarse en las
células infectadas. El primer factor que
fue descrito para proporcionar la
generacién exitosa de nuevas particulas
de AAV, fue el adenovirus, del cual se
originé el nombre de AAV. Se demostré
entonces que la replicacion de AAV
puede ser faciltada por algunas
proteinas seleccionadas derivadas del
genoma del adenovirus, y por otros virus
como el VHS, o por agentes genotoxicos,
como la irradiaciéon UV o hidroxiurea.

INMUNOLOGIA DEL AAV

AAV es de particular interés para la
terapia génica debido a su limitada
capacidad para inducir respuesta inmune
en el ser humano, factor que influye
positivamente en la eficiencia de la
transduccion de vectores y reduce el
riesgo de cualquier patologia asociada.
Respuesta innata
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La respuesta inmune innata a los
vectores AAV se ha caracterizado en los
modelos animales. La administracion
intravenosa en ratones provoca la
produccion transitoria de citoquinas pro-
inflamatorias y alguna infiltracion de
neutréfilos y otros leucocitos en el
higado, lo que parece capturar un gran
porcentaje de las particulas Vvirales
inyectadas. Ambos niveles de los
factores solubles y la infiliracion de
células parecen volver a los valores
basales dentro de las seis horas. Por el
contrario, los virus mas agresivos
producen respuestas innatas que duran

24 horas 0 mas'®.

Respuesta Humoral

Se sabe que el virus estimula una
inmunidad humoral robusta en modelos
animales y en la poblacion humana,
donde se cree que hasta un 80% de las
personas son seropositivos para AAV2.
Los anticuerpos son neutralizantes y esto
puede tener un impacto en la eficiencia
de transduccién del vector, dependiendo
de la via de administracion. De los
ensayos clinicos de sensibilizacion y
refuerzo en animales se desprende que
la memoria de los linfocitos B es fuerte.
En los seres humanos seropositivos, los
anticuerpos circulantes para AAV2
responsables de la respuesta tardia, son
fundamentalmente IgG (subclases IgG1 e
I9gG2)™.

Respuesta mediada por células

La respuesta celular contra el virus y
contra los vectores estda pobremente
caracterizada y ha sido ampliamente
ignorada en la literatura hasta hace
relativamente poco tiempo. Los ensayos
clinicos utilizando un vector basado en
AAV2 para el tratamiento de la hemofilia
B indican que puede ocurrir la
destruccidon  selectiva de  células
transducidas. Junto con los datos que
muestran que células T CD8 + pueden
reconocer elementos de la cépside del
AAV in vitro, parece que puede haber

una respuesta de los linfocitos T
citotdxicos a los vectores AAV.

Respuestas citotdxicas implicarian la
participacion de las células T helper CD4
+ en la respuesta a AAV y datos in vitro a
partir de los estudios en humanos
sugieren que el virus realmente puede
inducir a respuestas tales como
respuestas de memoria Th1y Th2.

Se han identificado un numero de
epitopos candidatos en la proteina VP1
de la capsida del AAV que estimulan las
células T, que pueden ser blancos
atractivos para la modificacién de la
capsida del virus, si va a ser utilizado
como un vector para terapia génica'”.

ENSAYOS CLINICOS MEDIADOS POR
AAV

Hasta la fecha los AAV se han utilizado
en ensayos clinicos en fase | y Il para el
tratamiento de la fibrosis quistica y en
fase | en casos de hemofilia. También se
han encontrado resultados prometedores
en ensayos clinicos en fase | en la
enfermedad de Parkinson, mostrando
una buena tolerancia del vector AAV2 en
el sistema nervioso central. Otros
ensayos que estan en fase de iniciacion,
concernientes a la seguridad del virus
AAV son el tratamiento de la distrofia
muscular, la enfermedad de Canavany la
lipofuscinosis neuronal.

En enfermedades oculares existen
actualmente 17 ensayos clinicos en
marcha en los que se utiliza como vector
de transmision del gen el AAV*™ ™
(Tabla 3). AAV2 se ha utilizado como
vector en ensayos clinicos en pacientes
con LCA.
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2. JUSTIFICACION
Y OBJETIVOS
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2.1 JUSTIFICACION

La RP es una distrofia hereditaria de la
retina, caracterizada por una
degeneracion progresiva  de los
fotorreceptores. Hasta ahora se han
identificado méas de 80 genes™ asociados
con la enfermedad, siendo la mayoria de
ellos expresados exclusivamente en la
retina. Sin embargo, algunos de los
genes asociados a la RP se expresan de
manera ubicua en el organismo, pero
producen un fenotipo exclusivo en la
retina. Uno de estos genes no
especificos de la retina es el gen
PRPF31 (precursor del factor 31 de
procesamiento de ARN) y causante de
RPad. Se localiza en el cromosoma
19q13.4, locus RP11 vy codifica la
proteina PRPF31, factor de empalme
necesario para la maduracion de pre-
ARNmM.

Las familias afectadas por esta mutacion
genética muestran penetrancia
incompleta, lo cual ha sido explicado en
base a un mecanismo de
haploinsuficiencia®', ya que la mayoria de
las mutaciones en PRPF31 producen
proteinas truncadas. Ademas, se ha
observado que los pacientes con una
elevada expresion del alelo normal no
desarrollan la enfermedad. Para el
estudio de la fisiopatologia de Ila
enfermedad asociada a esta mutacion se
han creado dos modelos de ratdn,
Prpf31°%%"*knock-in  (KI) y Prpf31*"
knock-out (KO)™.

La evaluacion de estos animales no ha
mostrado un  fenotipo claro de
degeneracion de retina y la uUnica
observacion de alteracion morfoldgica,
descrita por microscopia electrénica, es
que en los KO hay vacuolizacion de las
células del EPR y depésito de un material
amorfo entre el EPR y la membrana de
Bruch'’.

Actualmente se desconocen tanto la
causa de estos cambios morfoldgicos
observados en el EPR de estos ratones
como los mecanismos moleculares
exactos que conducen a la muerte de los
fotorreceptores en  pacientes con
mutaciones en el gen PRPF31.

La RP sigue siendo hasta ahora una
patologia crdnica, incapacitante y sin
ningun tratamiento curativo. Durante la
ultima década la terapia génica ha
surgido como una alternativa terapéutica
novedosa y prometedora para tratar
enfermedades que hasta el momento no
tenian cura. Por tal motivo decidimos
realizar una prueba de concepto para
determinar si la terapia génica puede ser
considerada como una opcién
terapéutica para la RP causada por
mutaciones en el gen PRPF31.

En vista que el fenotipo de los ratones
modelo de esta enfermedad es poco
demostrativo y dificil de cuantificar,
decidimos profundizar en la
caracterizaciéon fenotipica de los ratones
Prpf31°2*%"* K|, enfocandonos principal-
mente en cambios morfolégicos vy
funcionales del EPR de estos animales.
La caracterizacion fenotipica es util no
solo para encontrar signos que permitan
cuantificar el efecto terapéutico de
cualquier nuevo medicamento, sino que
también sirve para establecer las bases
moleculares de la enfermedad, y este
conocimiento es esencial para poder
encontrar la verdadera diana terapéutica
en cualquier ensayo clinico de terapia
génica.
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2.2 HIPOTESIS

Las dos hipdtesis (H) fundamentales
sobre las que se apoya esta
investigacion son las siguientes:

H1: Conociendo que la mutacion en el
gen PRPF31 puede causar tanto RPad
como otras alteraciones degenerativas
de la macula® y dado que en el modelo
mutante Prpf31”™ KO se ha observado
engrosamiento de la membrana de
Bruch', una de las caracteristicas de la
degeneracion macular, nos hemos
planteado si el fenotipo expresado por el
ratén  Prpf31°?'%"* K| estara mas
relacionado con un modelo de
degeneraciéon del EPR macular que con
uno de RP y podria usarse como modelo
de DM.

H2: Dado que la haploinsuficiencia es
considerada como el principal
mecanismo por el cual las mutaciones en
el gen PRPF31 conducen a la
degeneracion de la retina® y conociendo
que la terapia génica utilizando AAV2 es
segura y eficaz para el tratamiento en
humanos de otras enfermedades
degenerativas de la retina como la
LCA'™™" nos hemos planteado si la
terapia génica a través de la sobre-
expresion del gen PRPF31 podra ser
segura y eficaz para mejorar la funcién
visual de ratones heterocigotos
Prpf3142*%F"* K| adultos.
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 OBJETIVOS GENERALES

La experimentacién animal en el disefio
de nuevas terapias es un requisito
imprescindible de los ensayos pre-
clinicos. Por ello es de suma importancia
contar con los modelos animales que
simulen la enfermedad del humano y que
tengan caracteristicas clinicas que se
puedan cuantificar®. Por tal motivo, la
investigacion experimental de esta tesis
se ha dividido en dos objetivos generales
(OG):

OG1: caracterizar el fenotipo de los
ratones mutantes Prpf31°%'%""* K| para su
uso como modelo experimental de
distrofia retiniana para la evaluacion de
terapias avanzadas.

0G2: evaluar la seguridad y eficacia de
la liberacion del gen PRPF31 en la retina
de los ratones Prpf31%16F"* K.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para desarrollar los dos objetivos
generales nos planteamos los siguientes
objetivos especificos (OE) en cada uno
de ellos:

OE1: CARACTERIZAR EL FENOTIPO
DE LOS RATONES K.I.

OE1.1: Examinar el fondo de ojo a través
de funduscopia.

OE1.2: Describir la respuesta del reflejo
OKR a través del test optomotor.

OE1.3: Evaluar la amplitud y frecuencia
de las ondas a, b y ¢ del ERG.

OE.1.4: Cuantificar el grosor de la retina
a través de TCO.

OE1.5: Realizar el estudio histolégico de
la retina y de expresion de diferentes
proteinas a través de WT.

OE1.6: Observar los cambios
morfolégicos y funcionales posteriores a
la exposicion a la luz y electroporacion.

OE1.7: Determinar la distribucion de la
expresion de la proteina PRPF31 en la
retina del ratén.

OE1.8: Cuantificar la expresion de
diferentes genes del ciclo visual en
condiciones de luz y oscuridad.

OE2: EVALUAR LA SEGURIDAD Y
EFICACIA DE LA LIBERACION DEL
GEN PRPF31 EN RETINA DE
RATONES

OEZ2.1: Construir los pldsmidos y producir
los AAV2 portando el gen PRPF31 o solo
con la proteina fluorescente verde
humanizada (EGFP)

OE2.2: Purificar, concentrar y titular las
particulas virales.

OE2.3: Valorar la capacidad de infeccion
de los AAV2 y determinar los efectos
citotoxicos en cultivos celulares.

OE2.4: Realizar la inyeccién subretinal
en ratones Prpf31°?®"* KI con los
vectores AAV2-GFP, AAV2-PRPF31.

OE2.5: Evaluar a los animales
inyectados por medio de funduscopia,
ERG, test optomotor, TCO, histologia y
WB.

OE2.6: Utilizar nanoparticulas como

alternativa a los vectores virales y
evaluar su eficacia.
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3. MATERIALES Y
METODOS
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3.1 CARACTERIZA-
CION FENOTIPICA

3.1.1 CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los experimentos descritos en este
trabajo han sido realizados de acuerdo con
la Directiva Europea 2010/63/UE de
proteccion de los animales utilizados para
fines cientificos y Real Decreto 53/2013,
por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccién de los
animales utilizados en experimentacion y
otros fines cientificos, incluyendo la
docencia. Los métodos experimentales
para la manipulaciéon de los animales han
sido aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de CABIMER vy el
Gobierno Andaluz. Se realizaron todos los
esfuerzos posibles para minimizar el
numero de animales usados y su
sufrimiento.

3.1.2 GENOTIPADO Y MANTENIMIENTO
DE LA COLONIA

Los ratones Prpf31*?*%"* K| y Prpf31”™ KO
en la cepa C57BL/6 fueron obtenidos del
“Institut de la Vision”, Université Pierre et
Marie Curie-Paris, Francia. La mayoria de
los experimentos para realizar esta tesis
fueron realizados con el modelo
heterocigoto  Prpf31°?'"* Kl ya que el
ratén Prpf31”"KO ha seguido siendo
estudiado por Farkas y col'”. Los ratones
homocigotos Prpf31A216P/A216P y prpf3l
fueron embrionariamente letales como ha
sido descrito por Bujakowska y col."”. Las
parejas reproductoras y sus crias se
mantuvieron individualmente en cajas de
plastico transparente ventiladas de 15 x 16
x 30 cm (ancho x alto x largo) en la Unidad
de Recursos Bioldgicos de CABIMER, con
temperatura (23 = 1°C) y humedad (35 +
5%) controladas y un ciclo de luz-oscuridad
fue de 12h (7:30h-19:30h). Los ratones
tuvieron libre acceso en todo momento a
comida y agua.

Para realizar el genotipado se utilizé la
técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Es una técnicade
biologia molecular que permite obtener
amplificar un fragmento de DNA en
particular, “purificando” esa regién del resto
del genoma. La reaccion consta de 20 a
30 ciclos en los que la secuencia se
multiplica y el producto de cada ciclo sirve
de plantilla para el siguiente ciclo (Fig. 33).

Se eligen dos grupos de nucledtidos de
ADN que flanquean la secuencia que
queremos amplificar y se generan los
oligonucleétidos complementarios que
sirven de cebadores para la sintesis in vitro
de ADN, que es llevada a cabo por una
enzima que es la ADN polimerasa.

Al inicio de la PCR hay un primer paso,
llamado desnaturalizacion, en el que la
doble hélice de ADN se abre y las cadenas
se separan. A continuacién los cebadores
se unen con sus secuencias
complementarias en cada cadena de ADN.
Este paso se llama hibridacion o
alineamiento. Entonces ocurre sintesis de
nuevo ADN. Mediante la incubacién con
las enzimas polimerasas, se generan
nuevas cadenas de ADN comenzando
desde cada cebador en sentido 5'>3". De
nuevo vuelve a repetirse todo el proceso
durante el numero de ciclos que hayamos
programado. Al final, generalmente, se
lleva a cabo una ultima etapa que se llama
elongacion final con la que se pretende
que cualquier ADN de cadena simple sea
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Figura 33. Reaccion en cadena de la
polimerasa.
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Para el genotipado de los ratones
mutantes Prpf31 se realizé la PCR (anexo
I) a partir de ADN gendmico, utilizando
como cebador directo 5-AGT GTC ACT
GCC TCT ACT ACC CAG- 3’ dirigido al
exon 6 y como cebador reverso 5-AGC
CGC TCT AGC TCC TCA TC- 3’ dirigido al
exon 7. De esta forma en el ratén
heterocigoto Prpf31?*%F*e| producto de la
PCR incluiria uno de los sitios loxP
ausente en el ratén Prpf31l** wild type
(WT). Para genotipar los ratones Prpf31°
™ se utilizé el cebador directo 5- CTC CTG
AGT ACC GAG TCATTG TGG ATG C- 3
del exén 4 y el reverso 5- GTA GAA GAG
AAG CCA GAC AGG GTC TTG C- 3 del
exon 8. La presencia de dos bandas en el
gel de agarosa sirvié para identificar a los
ratones Prpf31°%%F*K| yPrpf31”* KO (Fig.
34). También, se descartd la presencia de
la mutacion rd8 en el gen Crbl, los detalles
se describen en resultados.

WT Kli WT KO
—— Fou
.o

Figura 34. Gel de agarosa 1% mostrando el
genotipado de los ratones Kl y KO.

Para mejorar la visualizacion del EPR en
los estudios morfolégicos se utilizaron
ratones albinos Prpf31**%F* K| en la cepa
CD1 los cuales fueron generados en
nuestro laboratorio. Para obtener ratones
albinos con la mutacién cruzamos un
C57BL/6 Prpf31***®"" Kl con un albino
CD1 WT. De la camada se obtuvieron
ratones grises, algunos de ellos portando
la mutacion. Estos ratones grises Kl se
cruzan entre ellos para obtener ratones
negros, blancos y grises. Algunos de los
blancos presentan la mutacion
Prpf31#%%""* y son los que se utilizaron en
este estudio.

3.1.3 FUNDUSCOPIA

Las retinas de los ratones fueron
exploradas exploradas in vivo mediante el
microscopio MICRON Il para la valoracion
del fundus en pequenos roedores (Phoenix
research Laboratories, Inc.). Se obtuvieron
imagenes de los modelos WT vy
Prpf31°%%""*KI de 2, 4, 6 y 8 meses de
edad. Los animales fueron anestesiados
mediante  inyeccion  subcutanea de
solucion de clorhidrato de
ketamina/xilacina (80/12 mg/kg peso).
Ademas, se uiilizé anestesia tdpica
(tetracaina/oxybuprocaina 0,1/0,4 %) a los
ojos de los ratones. Para la dilatacion de la
pupila se aplicé 1 gota de fenilefrina 10% y
otra de tropicamida 1%. Inmediatamente
tras sedar a los animales se les aplicé una
generosa cantidad de metilcelulosa 1%
sobre la cbérnea para prevenir la
desecacion de la superficie ocular.

Tras comprobar la correcta dilatacion
pupilar, se procedié a contactar la lente de
la camara del microscopio con la cornea
del ratéon, manteniendo un correcto
alineando con el centro de la pupila. Se
tomaron imagenes de la retina central y
periférica. Para detectar la sefal de auto-
fluorescencia del EPR se utiliz6 un filtro
excitador de onda corta (banda de
transmisién Tavg > 90% 451.5-486.5 nm)
y un filtro de emision de paso largo (banda
de transmisién Tavg > 93% 504.7-900
nm).

3.1.4 TEST OPTOMOTOR

Este test evalla la funcionalidad del reflejo
optoquinético (OKR) en el mamifero. Este
reflejo se origina en la retina, desde donde
se envia la informacion visual. Las células
ganglionares proyectan la informacion al
nucleo del tracto dptico™ y las neuronas
de este nucleo, que responden a estimulos
visuales moviles, la proyectan al nucleo
vestibular medial. La senal se transforma,
via subcortical, en una respuesta motora'®.
Si asumimos que las funciones cerebrales
son normales el test optomotor es un buen
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indicador de la funcion visual. A nivel mas
practico podemos decir que el reflejo
optomotor evalla la vision espacial, que es
el resultado de la combinacion de 2
medidas: la agudeza visual y la
sensibilidad al contraste.

Ademas, el test optomotor ha probado ser
una herramienta fiable y reproducible para
medir la percepcion visual en el raton en
condiciones fotépicas y escotdpicas'>"*.
Comparado con otros test para medir la
vision espacial en el raton, como los
comportamentales basados en sistemas de
recompensa o el test en piscina, el test
optomotor cuenta con la ventaja de que al
ser un reflejo no necesitamos
entrenamiento previo del animal™

Para valorar la vision espacial a través del
test optomotor se siguid el procedimiento
descrito por Prunsky y col®. El equipo
para realizar el test fue el OptoMotry
(Cerebral Mechanics, Lethbride, Canada).
Este equipo consta de un espacio cubico
cerrado por cuatro monitores laterales
donde se proyectaba un cilindro virtual
tridimensional consistente en una onda
sinusoidal de bandas verticales blancas y
grises que se movian en sentido horario o
antihorario (Fig. 35 A).

Para la valoracién de la visién espacial
(agudeza visual y sensibilidad al contraste)
se utilizaron 6 diferentes frecuencias
espaciales de 0.272, 0.194, 0.103, 0.092,
0.062, 0.031 ciclos/grado (c/d) vy a 3
diferentes grados de sensibilidad al
contraste (100%, 75% y 50%). Asi mismo
se realizaron medidas de los umbrales de
vision al 100, 75 y 50% de sensibilidad al
contraste en ratones WT y Prpf31°2""* de
2,4, 6 y 8 meses de edad. En cada test el
sentido de rotacion del cilindro virtual asi
como las frecuencias espaciales de las
barras se presentaban en forma aleatoria
al animal evaluado. Mientras que la
sensibilidad al contraste se mantenia
constante y solo se variaba en cada nuevo
test. Esto quiere decir que cada animal fue
evaluado tres veces, una vez para cada
nivel de contraste. Todos los test se

realizaron durante las horas de luz del ciclo
del ratén (10:00-13:00).

Los ratones se colocaron de uno en uno en
la plataforma central circular de 5,3 cm de
diametro. A continuacion se cerraba la caja
y se dejaba al ratén moverse libremente
unos 5 minutos para que se adaptara a la
plataforma. Si durante el test el animal
saltaba o se caia de la plataforma,
simplemente se volvia a colocar sobre la
misma y se continuaba el test.
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Figura 35. Test optomotor.

Los movimientos de cada animal se
visualizaban a través de una camara de
video acoplada al software del equipo (Fig.
35 B). Sobre la imagen de video y
utilizando el software del equipo se fijaba
un cursor en forma de estrella (Fig. 35 C)
sobre la cabeza del animal. Este cursor
permitia visualizar los movimientos de la
cabeza del animal y también servia para
fijar el centro del cilindro virtual a una
distancia constante de la posicién de vision
del animal. Cuando las bandas del cilindro
virtual eran visibles para el raton, éste
normalmente fijaba la vista en los
monitores y desplazaba la cabeza en el
sentido de la rotacion de las bandas con un
movimiento lento y continuo (Fig. 44 B). El
movimiento de seguimiento producido por
el estimulo de las barras era considerado
positivo cuando la cabeza del raton
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cruzaba una de las lineas del cursor en
forma de estrella. Para incrementar la
sensibilidad del test dos observadores
independientes registraban los
movimientos del ratén, uno de ellos
desconocia el genotipo del raton.

Ademas, previo al estudio con los ratones
Prpf31°%%""* K| y para descartar si la
realizacion de varios test en el mismo
animal influia en la cantidad de respuestas
positivas, un grupo de 3 animales WT
fueron valorados en dos ocasiones
distintas, con un mes de diferencia entre
ambas, sin observarse diferencias
significativas en el numero de respuestas
positivas en ambas observaciones.

4.1.5 ELECTRORRETINOGRAMA

El electrorretinograma (ERG) mide el
potencial eléctrico generado por la retina
como respuesta a un destello de luz.
Constituye una excelente herramienta para

el estudio de la funcion de la retina,
ademas puede registrarse de forma no
invasiva en la superficie corneal en
condiciones fisiolégicas. La respuesta del
ERG a un destello de luz es la suma de la
respuesta de todas las células de la retina,
que consiste en potenciales con
componentes negativos y positivos que se
solapan y que se originan en diferentes
fases del procesamiento de la retina.

El ERG se genera por corrientes radiales
que se originan en las neuronas de la
retina 0 como consecuencia del efecto en
las células de la glia de la retina que tienen
los cambios en la concentracion
extracelular de potasio. Un factor
importante que afecta a la contribucién al
ERG de una determinada célula es su
orientacion en la retina. Las neuronas
orientadas radialmente (fotorreceptores y
células bipolares) y las células de la glia
(células de Miuller y células del EPR)
aportan mucho mas al ERG que las células
orientadas irregular o lateralmente. Otros
factores importantes son las caracteristicas

en los
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Figura 36. Pruebas de ERG que recomienda la ISCEV
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del estimulo (energia, longitud de onda,
iluminacion de fondo, etc.) y la localizacion

de los electrodos'®.

Las pruebas de ERG que recomienda la
ISCEV (International Society for the Clinical
Electrophysiology of Vision) se pueden ver
en la figura 36.

INTERPRETACION DEL ERG:

Para que el ERG sea una herramienta
eficaz es necesario conocer la aportaciéon
de las diferentes células de la retina.

1.Onda a

Se asocia principalmente con los
fotorreceptores (Fig. 37) y se origina en los
segmentos internos. Adaptada a la
oscuridad, esta onda negativa inicial se
produce como respuesta a un estimulo
intenso que depende de los bastones, es
decir, escotopica. Cuando el fondo satura
los bastones, la onda a depende de los
conos, es decir, fotdpica.

En oscuridad, los canales de los cationes
de sodio, calcio y magnesio del OS del
fotorreceptor estan abiertos, lo que supone
un punto de salida de corriente al espacio
extracelular, el potasio sale fuera del IS,
creandose un dipolo de corriente. Este
dipolo produce un potencial corneal (y
vitreo) que es positivo con respecto al lado
escleral de la retina. La supresion de la
corriente  de oscuridad disminuye el
potencial cérnea-positivo, creando la onda
a negativa.

En la adaptacion, tanto a la luz como a la
oscuridad, la onda a esta truncada por la
elevacion de la onda positiva b

2.0ndab

La onda b, positiva, es el componente de
mayor tamano del ERG con destello difuso
y tiene origen postreceptor. Nace en la
retina interna, concretamente en células
bipolares despolarizantes (Fig. 37). Existen
también estudios experimentales sobre la

contribucion de las células de Mdller a la
onda b, que parece ser menor de lo que
se pensaba inicialmente. En el ratén
adaptado a la oscuridad y con baja
intensidad del destello la onda b mide la
actividad sola de los bastones y en

animales adaptados a la luz mide los
Conos.

Onda A

| ondaB

OP’s
_ Respuesta negativa
fotdpica
Umbral de respuesta
escotdpica

Figura 37. Origen de las ondas del ERG

3.0ndac

La onda c positiva corneal que sigue a la
onda b es la suma de los voltajes de dos
subcomponentes principales: 1) un voltaje
negativo corneal generado por la retina
neural, y 2) un voltaje positivo corneal de
latencia y curso temporal similares,
generado por el EPR (Fig. 37). La onda ¢
es positiva en la cornea cuando el
componente del EPR es mayor que el
componente de la retina neural. Si los
componentes son de la misma amplitud, la
onda c estara ausente.

La onda c es la respuesta a la disminucion
de la concentracion de potasio (K') en el
espacio subretiniano provocada por la luz.
Existen unos canales Illamados K,
(rectificadores de la entrada de potasio)
que regulan la concentracién de potasio en
el sistema nervioso central y también en la
retina, Los canales K, estan presentes en
la membrana apical de las células del EPR
y se caracterizan por rectificar la entrada
de K', es decir, permiten un mayor flujo
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hacia el interior celular que hacia el
exterior. Esto se traduce en un control de
la homeostasis de K" en el espacio
subretiniano. Como ya se ha descrito
previamente, el EPR mantiene a los
fotorreceptores regulando el transporte de
fluidos, iones y metabolitos, por ellos, estos
canales juegan un papel fundamental en la
interaccion EPR-fotorreceptor. Durante
oscuridad se produce una disminucion de
la concentracion de K' en el espacio
subretiniano, lo que hiperpolariza las
células del EPR y hace que aumente la
conductancia en estos canales y se
produce un eflujo de K™,

En la figura 38 puede observarse el
registro simultaneo del ERG de la retina de
la rana y el “potasio-retinograma” (KRG)
medido con microelectrodos sensibles a
potasio. En la grafica la respuesta KRG
esta invertida, por lo que en esta figura una
deplecién positiva significa una reduccién
en la concentracion de potasio idnico
extracelular. Se puede apreciar la relacion
entre el KRG y la onda ¢ del ERG.

/\
KRG

ERG

:N
KRG
ERG—T
AmV KRG
1mV ERG

-a7 20 1ec

KRG
ERG—N

Figura 38. Relacién entre onda c y KRG.

4. Potenciales oscilatorios (OP’s)

Los OP’s son una serie de ondas
oscilatorias de alta frecuencia y baja
amplitud que aparecen superpuestas al
principio de la onda b tras un estimulos
brillante. Estos potenciales son claramente
postfotorreceptor (Fig. 37) y van a tener su

origen en retina incluidas las
140

células amacrinas .

interna,

Se registro la respuesta del ERG de campo
completo con una cupula de Ganzfeld
(Dyagnosis LCC, Lowell, MA, E.E.U.U.).
Para evaluar la respuesta en condiciones
escotdpicas (visidn en niveles muy bajos
de iluminacién), los ratones fueron
adaptados a la oscuridad durante toda la
noche. La anestesia y dilatacion pupilar de
los animales se realizd como se ha
descrito previamente para la valoracién del
fundus. Un electrodo circular de alambre
de oro (electrodo activo) se colocé en la
superficie corneal, previamente tratada con
metilcelulosa al 1%. Dos electrodos
(agujas de acero inoxidable) se inoxidable
se colocaron uno en la frente (electrodo de
referencia) y otro en la cola (electrodo de
tierra). El filtro de paso bajo se ajustd a la
frecuencia de 0.312 y el de paso alto a
300 Hz. Un unico flash (6500 K) se utilizd
como estimulo, dividido en 6 etapas de
intensidad progresiva a 0.01, 0.05, 0.2, 1, 3
y 10 candela (cd) s/m’>. Se registraron 15
respuestas en cada etapa, con un intervalo
de 15 segundos entre cada estimulo.

Para evaluar la respuesta fotdpica (vision
en niveles iluminacién diurnos), los ratones
fueron adaptados a la luz durante 10
minutos con una iluminacién de fondo de
30 cd/m’. La intensidad del estimulo fue
de 3, 5, 10, 15, y 20 cd s/m®. Fueron
evaluadas tanto la amplitud y como la
frecuencia de las ondas a y b en cada una
de las condiciones. Para determinar la
amplitud y frecuencia de los potenciales
oscilatorios (OPs), el filtro de paso bajo se
ajusto a 75 Hz para filtrar los componentes
de la onda a y b. La duracion del estimulo
fue de 4 ms en condiciones escotdpicas y
el registro se realiz6 durante 55 ms.

Para determinar la amplitud y frecuencia
de la onda c se ajustaron los filtros de pase
bajo y alto a 0,1 Hz y 30 Hz
respectivamente. El estimulo utilizado fue
un solo pulso de luz verde de 64 cd/m®
durante 200 ms y el registro se realizd
durante 4000 ms.
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3.1.6 TOMOGRAFIA DE COHERENCIA
OPTICA

Esta prueba se basa en interferometria de
baja coherencia y ofrece imagenes del
espesor del material a estudio, en este
caso de la retina. El funcionamiento es
analogo al de la ecografia, mide la latencia
y la intensidad de la onda que se refleja
tras incidir sobre el tejido, con la diferencia
de que la ecografia emplea ultrasonidos y
la OCT radiacién luminosa.

Haz del OCT Ecpero
basculante
Lente de i \ Haz luego de
enfoque | .."]_/ bascular
del OCT — _ Lente

condensador

Ocular

Espejo
— parcial

Figura 39. Sistema éptico del OCT

Existen dispositivos que basan su
tecnologia en el dominio temporal, en el
que un espejo de referencia en el
interferdmetro se mueve para coincidir con
el retraso que sufre la senal de la muestra
en las diferentes capas de la retina (Fig.
39). La velocidad de la obtencion de las
imagenes esta limitada por la velocidad de
oscilacion de dicho espejo.

Para salvar este inconveniente surge la
OCT de dominio espectral, en el que el
espejo se mantiene fijo, permitiendo la
ausencia de elementos mecanicos y un
gran aumento en la velocidad de
adquisicién'’.

La representacion de los diferentes tejidos
se realiza mediante una escala cromatica
de modo que las regiones tisulares que
producen mayor dispersion o reflexién de
la luz son aquellas que se disponen en
capas perpendiculares al haz de luz
(membrana limitante interna, capa de
fiboras nerviosas, etc.) o que esta
compuesta por uniones intercelulares
(unidon de segmentos internos y externos
de los fotorreceptores, membrana limitante
externa, etc.). Estos tejidos se representan
en blancos y rojos. Por otro lado, los
tejidos compuestos por elementos que se
situan paralelos al haz de luz presentan
menor dispersién o reflexion de luz, y se
representan en color azul o negro™' (Fig.
40).

De las imagenes obtenidas
realizarse dos tipos de analisis:

pueden

1. Analisis cuantitativo: Permite describir e
identificar ~ cambios  morfolégicos vy
anomalias estructurales de la retina.

Generalmente el software de cualquier
OCT es capaz de identificar las diferentes
capas de la retina, por lo que se puede
medir la distancia entre ellas, proporcio-
nandonos asi el espesor retiniano.

Figura 40. Representacion de las capas de la retina en la OCT. NI: nuclear interna, NE:
nuclear externa, EPR: epitelio pigmentario, IS-OS: unién de segmento interno y externo de los
fotorreceptores, PLE: plexiforme externa, PLI: plexiforme interna, MB: membrana de Bruch,
CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina, MLE: membrana limitante externa.
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2. Analisis cualitativo: estos protocolos
constituyen un recurso importante para
mejorar la calidad de las imagenes
retinianas obtenidas durante la prueba vy
facilitar ~ su interpretacion. Aplican
algoritmos  matematicos que ayudan a
analizar visualmente la imagen
tomografica, cambiando su aspecto pero
sin cambiar los datos tomograficos sin
procesar. Se facilita asi la identificacion de
los cambios en la refringencia de alguna de
las capas.

Bajo midriasis farmacoldgica y sedacién se
tomaron escéneres retinianos de los
ratones con el tomégrafo de dominio
temporal Stratus (Carl Zeiss, Germany). El
protocolo de adquisicion fue realizar una
serie de 6 barridos lineales y equidistantes
entre si a través de un eje central comun.
Los cortes se ajustaron para explorar los 3
mm de la retina central y el enfoque en +12
dioptrias.

El protocolo de analisis cuantitativo incluyd
el grosor de la retina entre el inicio de la
zona de EPR y coroides (EPR/C) y la
membrana limitante interna. La
cuantificacion del grosor de la retina se
realizé a partir de los valores obtenidos del
mapa circular de espesor retiniano.
Ademas se realizd en andlisis cualitativo
de hiperrefringencia del EPR/C.

3.1.7 HISTOLOGIA

Evaluamos los cambios morfoldgicos de la
retina mediante tinciones especiales para
lipofuscina y colesterol libre y técnicas de
inmunofluorescencia (IF).

La IF es una técnica de inmuno-marcacion
que consiste en demostrar la presencia de
una determinada molécula (antigeno) a
través de anticuerpos unidos a alguna
sustancia fluorescente. De este modo se
consiguen identificar moléculas especificas
en una célula. Existen diversas variantes
de esta técnica. En la inmunofluorescencia
directa (IFD) un anticuerpo unido a un
fluoréforo se une al antigeno. En cambio,

la inmuno-fluorescencia indirecta (IFl) hace
uso de dos anticuerpos, el primero
reconoce al antigeno y el secundario, que
es el que va marcado con un fluoréforo,
reconoce al anticuerpo primario (Fig. 41).

e

Marcador
fluorescente

Figura 41. Inmunofluorescencia. Marcaje
en IFI.

Figura 42. Inmunofluorescencia. Corte de
retina.

Las particulas fluorescentes absorben la
luz a una determinada longitud de onda y
la emiten a otra. Pueden ser visualizadas
en microscopio de fluorescencia o
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microscopio confocal gracias a filtros
especificos que solo dejen pasar la luz a
una determinada longitud de onda sobre
un fondo negro®. Algunos de los
marcadores fluorescentes mdas comun-

mente usados son:

o DAPI (marcador ultravioleta especifico
para ADN) (Fig 42.)

Opsina (verde para conos) (Fig 42.)
Rodamina (rojo) (Fig 42.)

Fluoresceina (naranja)

Ficoeritrina (rojo)

O O 0O

Para realizar los estudios histolégicos se
utilizaron ratones adultos de 2 y hasta 8
meses de edad. Los ratones fueron
sacrificados mediante dislocacién cervical,
después se procedia a realizar la
enucleacion de los ojos completos, que
fueron rapidamente fijados en 4%
paraformaldehido-PBS (tampdén fosfato
salino) durante toda la noche a 4°C. Los
tejidos fijados fueron criopreservados con
20 y 30% de sacarosa-PBS (Anexo Il). Con
un criostato se realizaron cortes seriados
de 18 pm de espesor. Las muestras se
tineron con hematoxilina-eosina (HE) para
observar la morfologia de las capas de la
retina.

Para detectar lipofuscina se utilizé6 la
tincion de carbolfucsina de Kinyoun y acido
picrico del Instituto de Patologia de las
Fuerzas Armadas de EE.UU (AFIP).
Ademas, la autofluorescencia del EPR fue
observada a través de un microscopio
confocal (Leica CS SP5) y la excitacién fue
realizada con un laser de ion de argdén de
de 64 mW entre 457 y 488 nm y barrera
entre 615-715 nm. Para evaluar la
presencia de colesterol libre depositado
entre la membrana de Bruch y el EPR se
utilizé la tincién de filipina. Esta tinciéon usa
un antibidtico poliénico natural fluorescente
que se une al colesterol libre, pero no a los
esteroles esterificados. La fluorescencia
de la tincion de filipina se observa con luz
UV con una excitacién alrededor de 360
nm y de emision de alrededor de 480 nm.

La distribucion y expresiéon de diferentes
proteinas a nivel del EPR y de los
fotorreceptores fue observada a través de
IF  utilizando diferentes  anticuerpos
primarios tales como: anti-laminina, anti-
RPE65, anti-Kir7.1, anti-C3, anti-opsina,
anti-rodopsina (anexo Il). Para determinar
la expresién de la proteina PRPF31 se
realizd inmunohistoquimica con anti-
cuerpos anti-PRPF31 y anti-rodopsina
como control positivo.

3.1.8 WESTERN BLOT

El western blot (WB) es una técnica
utilizada para identificar, con anticuerpos
especificos, proteinas que han sido
aisladas en funcién de su tafio mediante
electroforesis en gel.

Las proteinas habitualmente tienen una
carga neta, positiva 0 negativa,
dependiendo de los aminoacidos que
contengan. Cuando se aplica un campo
eléctrico a una solucién que contenga
moléculas proteicas, éstas van a migrar en
funcién de su tamafio y su carga. Esta
técnica se conoce como electroforesis
(Fig.43) y actualmente se realiza en geles
de poliacrilamida.

Para realizarlo, las proteinas se encuentra
solubilizadas en un detergente (sodio-
dodecil-sulfato (SDS)) que tiene una fuerte
carga negativa y mediante su union a las
regiones hidrofébicas de la moléculas
proteicas hace que dichas proteinas
rompan sus estructuras secundarias vy
terciarias quedando como cadenas
polipeptidicas desnaturalizadas.

Posteriormente son transferidas a una
membrana absorbente (generalmente de
nitrocelulosao de PVDF) para poder
buscar la proteina de interés con
anticuerpos especificos contra ella. La
membrana se coloca junto al gel, se cubre
con un material absorbente y se sumerge
en un tampon.
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De nuevo mediante un campo eléctrico
conseguimos que las proteinas migren y
pasen a la membrana donde quedan
fijadas. A continuacién se bloquean los
lugares de unién que han quedado libres
tras la transferencia a la membrana para
prevenir que material no especifico de los
anticuerpos primario y secundario se fijen a
la membrana.

buscada) y posteriormente con un
anticuerpo secundario (contra el anticuerpo
primario, marcado con una enzima que
permite su deteccion) (Fig. 44). Podemos
visualizar el resultado a través de imagen

digital o con peliculas fotogréficas'.

Para la extraccion de los extractos de
proteina se sacrificaron ratones adultos
C57BL/6, tanto WT como Prpf31°21¢7"* K],
mediante dislocacion cervical. Los ojos
fueron rapidamente extraidos.  Se
eliminaron el cristalino, el vitreo, la cérnea
y el iris. Mediante cuidadosa diseccion

=) mecanica se procedio a la separacion de la
'*" neurorretina del EPR, que quedoé adherido
a la coroides y que se utilizd por separado

Componentes

separados ‘\

Marcador

-

111

=

s = h_,:JD

* Gel

* Membrana

» Papelfiltro

« Tampon

. Rejilasoporte

Figura 43. Western Blot. Gel sometido a
campo eléctrico. Transferencia humeda.

ado

b
|

Figura 44. Marcaje con anticuerpos.

Finalmente, se incuba la membrana con un
anticuerpo primario (contra la proteina

para obtener los extractos del EPR. Las
muestras fueron rapidamente congeladas
en nitrégeno liquido a -802 hasta su uso.

La extraccion de proteinas de realizd
mediante buffer RIPA con inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Los extractos
proteicos fueron separados por
electroforesis en geles de gradiente de
acrilamida (4 al 20%). Luego se realiz6 la
transferencia semi-humeda a membranas
de PVDF vy las membranas fueron
incubadas con los anticuerpos primario y
secundario. El revelado se realiz6 por
quimioluminiscencia y el resultado se
registré6 sobre una pelicula fotografica
(anexo llI). La distribucion y expresiéon de
la proteina PRPF31 fue determinada
mediante WB en ratones C57 WT y en
muestras de retinas de un donante
humano. Para determinar la expresion del
transgen se utilizaron anticuerpos anti-
PRPF31, anti-FLAG y anti-GFP.

3.1.9 EXPOSICION A UNA FUENTE DE
LUZ INTENSA Y ELECTROPORACION

Al buscar una técnica que mejorase la
eficiencia de la terapia génica ensayamos
con la electroporacién para transfectar las
células del EPR. Curiosamente,
observamos que los animales sometidos a
esta técnica sufrian una exacerbacion del
fenotipo, caracterizado principalmente por
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el aumento de la autofluorescencia del
EPR. La electroporacion surge como una
modalidad para permeabilizar membrana
celular y mejorar la llegada de
medicamentos o0 xenobioticos al espacio
intracelular. Sin embargo se ha observado
que los efectos de la exposicidn de cultivos
celulares a un campo eléctrico no se
limitan a la electropermeabilizacién, sino
también a la formacién de radicales libres
de oxigeno (ROS), que pueden derivar en

dafo celular '*.

La exposicion a una fuente de luz intensa
ha sido utilizada para acelerar la aparicion
de determinados fenotipos de
degeneraciéon de la retina en diferentes
ratones mutantes. Sin embargo, el uso de
la electroporacion no ha sido descrito como
técnica para exacerbar la aparicion de un
determinado fenotipo. Por ello, decidimos
realizar la electroporacion en ratones WT y
Prpf31°2*"" K| no inyectados, para
determinar si el fenotipo de nuestro modelo
mutante era exacerbado por esta técnica.

Ratones WT y Prpf31°2"* K| fueron
anestesiados siguiendo el mismo protocolo
que se ha descrito para hacer la
funduscopia. Se coloc6é siempre el polo
positivo del electrodo humedecido en PBS

sobre el ojo derecho (Platinum
Tweezertrode, 3mm (BTX Harvard
Apparatus,  Holliston, = Massachusetts,

EE.UU). Cada animal fue expuestos a 5
pulsos de 50 ms a 87 Voltios con el
electroporador Elecro Square Porator™
(BTX Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, EE.UU). A continuacion se
realizé exploracion del fondo de ojo y
estudios histoldgicos de la retina.

Como hemos mencionado anteriormente,
en diferentes estudios se ha observado
que la exposicion a una fuente de luz
intensa deriva en la muerte de
fotorreceptores mediante la activacion de
factores de apoptosis y liberaciéon de ROS.
Remé y cols." observaron que el umbral
para inducir apoptosis mediante la luz
depende de los niveles de rodopsina,
mientras que la tasa de regeneracion

celular depende de los niveles de otra
proteina, RPE65 en el EPR'*'". Por otro
lado, la luz induce la activacién de la senal
del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), que a nivel del EPR
conlleva una ruptura de la barrera hemato-
retiniana. Esta hiper-permeabilidad a su
vez conduce también a un aumento de la

145

apoptosis de los fotororreceptores ™.

Los ratones WT y Prpf31°2¢"* K| fueron
colocados en una caja de plastico
transparente de 24 x 14 x 38 cm (ancho x
alto x largo) y fueron expuestos durante 5
dias consecutivos a una fuente de luz
intensa (2.500 Ilux) producida por 5
bombillas de 9 W. A continuacién se
realizé ERG estandar y registro de la onda
¢ asi como estudios histoldgicos.
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3.2 EVALUACION DE
LA SEGURIDAD Y
EFICACIA DE LA
TERAPIA GENICA

Para investigar si la transferencia de la
copia normal del gen humano PRPF31
seria segura y efectiva para revertir el
fenotipo de los ratones Prpf31#2*"* K|,
realizamos un ensayo de terapia génica
usando vectores virales (AAV2) o0 no
virales (nanoparticulas) constituidas por
ésteres de sorbitan (Span 80) y poli-L-
arginina  (SP-PA) cedidas por el
Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia
de la Universidad de Santiago de
Compostela  (USC). Los resultados
obtenidos con la terapia génica utilizando
las nanoparticulas SP-PA como vector del
gen PRPF31 ya han sido presentados en
una tesis de la USC, por tal motivo solo
mencionaremos los resultados mas
relevantes de estos experimentos como
anexos.

3.2.1 PRODUCCION, CONCENTRACION
Y PURIFICACION DE LOS VECTORES
VIRALES

La produccion de los AAV2 se realiz6 bajo
estrictas normas de bioseguridad nivel 2
siguiendo las recomendaciones  del
“National Institute of Health” de EE.UU. En
este proyecto se utilizd el vector viral
pAAV-IRES-hrGFP del kit AAV Helper-Free
System (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE.UU) (AAV2-hrGFP) para la
clonacion del gen de interés PRPF31
(AAV2-PRPF31) (Anexo IV). El vector
pAAV-IRES-hrGFP (Fig. 45) contiene el
promotor de citomegalovirus (CMV) y otros
elementos para la expresion de genes a un
alto nivel en células de mamifero. El vector
también contiene ITR para la replicacion y

ensamble viral ademas de contener una
casete de expresion dicistrénico para la
expresion de la proteina verde fluorescente
recombinante humanizada (hrGFP). La
secuencia que codifica la proteina PRPF31
humana (ADNc) se obtuvo a partir de un
plasmido preparado previamente en
nuestro laboratorio (pEGFP-C1-PRPF31),
y se cloné en el sitio de clonacién multiple
del AAV2-hrGFP, utilizando los sitios de
restriccion BamHI y Xhol. Ademas, la
secuencia del PRPF31 por su C-terminal
se fusion6 a la secuencia de FLAGx3, por
lo que la sobre-expresion inducida por la
infeccidn del virus pudo ser detectada con
un anticuerpo anti-FLAG, manteniendo
también la sefal de hrGFP.

Para la produccion del AAV (Fig. 46) se
necesité una transfeccion triple con la
construccion AAV2-PRPF31 junto con dos
plasmidos auxiliares (RC y Helper) que
reinen todos los genes virales necesarios
para el empaquetamiento de las particulas
del virus. La linea celular necesaria para el
embalaje viral es la AAV-293. Estas células
se derivan de la HEK293 (células
embrionarias de rifidn humano) que han
sido transformadas con ADN de
adenovirus tipo 5 que expresan en forma
estable el gen E1 en trans y permiten la
produccion de particulas virales cuando las
células son co-tranfectadas con los tres
plasmidos del AAV Helper-Free System.
Los protocolos de cultivo celular, asi como
también de transfeccion, produccién de
AAV2 y purificacion a través de columnas
de heparina se describen en detalle en el

anexo V'*.

Para realizar la titulacién de las particulas
virales se transfectd la linea celular AAV-
HT1080 (precursoras de fibroblastos) y la
titulacion se calculdé midiendo la
fluorescencia de hrGFP por citometria de
flujo y también por titulacién del DNA viral
utilizando el kit proporcionado por Agilent
Technologies (Anexo VI). Obtuvimos 10°
particulas virales/ml. Los viales fueron
criopreservados.
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3.2.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD
DE TRANSFECCION Y CITOTOXICIDAD
DEL VECTOR AAV-2-PRPF31 EN
CULTIVO CELULAR

Para determinar la capacidad de
transfeccion se utilizé la linea celular
HT1080 crecida sobre cubre-objetos en
placas de 6 pocillos utilizando medio
DMEN con 10% de FBS. Las células se
incubaron por 24 h a 37°C y atmosfera
humeda con 5% CO,. Las células se
infectaron con las construcciones AAV2-
GFP o AAV2-PRPF31 y después de 48 h
las muestras se fijaron en
paraformaldehido-PBS y se estim6 el
porcentaje de células GFP positivas sobre
el total de nucleos tenidos con DAPI.

Para determinar la citotoxicidad de las
construcciones, las células HT1080 se
sembraron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 1,5 x 10° células/cm®.
Después de 24 h de incubacion se
procedié a infectar las células con 20 pL de
una suspensiéon viral conteniendo la
construccion control de AAV2-GFP 1 x 10°
particulas virales (pv)/mL o AAV2-PRPF31
1 x 10° pv/mL, asi como también un grupo
control con PBS. Después de 48 h se llevé
a cabo el protocolo detallado en el anexo
VIl para determinar la toxicidad celular. Se
utilizé el kit ApoTox-Glo™ Triplex Assay,
(Promega, G6321, Madison, WI, EE.UU).
El kit Triplex ApoTox-Glo combina tres
ensayos para evaluar la viabilidad, la
citotoxicidad y la apoptosis en un mismo
cultivo celular. En primer lugar, la viabilidad
y la citotoxicidad se determinan mediante
la medicion de la actividad de dos
proteasas. La viabilidad celular se mide a
través de un sustrato fluorogénico que
atraviesa la membrana celular (GF-AFC
sustrato) y la citotoxicidad se mide a través
de un sustrato que solo puede ser
degradado por las proteasas que se vierten
al medio de cultivo al romperse la
membrana celular (sustrato bis-AAF-
R110). La apoptosis se mide a través del
DEVD-péptido lumindgeno que es un
sustrato para la caspasa-3/7.

3.2.3 INYECCION SUBRETINIANA

En primer lugar se procedié a la sedacion y
anestesia de los animales asi como a la
dilatacion pupilar. Para ello se siguié el
mismo protocolo descrito previamente para
la exploraciéon de fondo de ojo. A
continuacién se procedid a inyectar
diferentes grupos de animales con solo el
vector, el vector con EGFP o el portando el
gen PRPF31. La técnica que seguimos
para realizar la inyeccién subretiniana
consto de los siguientes pasos (Fig. 47):

PILAR

FUNDUS POST-INYECCION
SUB-RETINAL

SUB-RETINAL

Figura 47. Fases de la inyeccion subretiniana.

En primer lugar se realiza wuna
esclerotomia con aguja de 32G sobre la
conjuntiva y esclera temporal, adyacente al
limbo esclero-corneal. A continuacion se
fija el ojo mediante sujecidn con pinzas de
Castroviejo (con dientes oblicuos de 0,2
mm) y se introduce una aguja de 33G roma
(Hamilton®) unida a una inyectadora de 10
pl, modelo 1701 RN SYR (Hamilton®) a
través de la esclerotomia. La inyectadora
se acoplé previamente a una ultra-micro-
bomba (World Precision Instruments,
EE.UU). Al introducir la aguja, ésta se
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orienta hacia el polo posterior del ojo, para
no lesionar el cristalino, y cuando se
alcanza el espacio subretiniano se procede
a inyectar 1 pl de la solucion que
correspondiese en cada caso a una
velocidad de 0,05 pl/seg. Por ultimo, se
aplica una gota de colirio antibidtico (0,3%
ciprofloxacino) en cada ojo y los animales
fueron mantenidos en una manta térmica a
37°C hasta que se recuperaron de la
anestesia.

3.2.4 EVALUCION DE LOS ANIMALES
TRAS LA INYECCION

Pasados 1, 2 y 4 meses tras realizar la
inyeccion se realizo funduscopia, ERG, test
optomotor y OCT de los animales
inyectados para comprobar la seguridad y
la eficacia de la terapia. Para realizar estos
test se siguieron los mismos protocolos
descritos previamente en los apartados
413 al 4.1.8 para la caracterizacién
fenotipica de los animales.
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3.3 ANALISIS
ESTADISTICO

El anadlisis estadistico se realizd con el
programa IBM SPSS statistics 22. Los
valores fueron expresados como la media
+ el error estandar de la media (EEM). La
diferencia estadistica entre grupos se
calculé a través t-test o analisis de la
varianza (ANOVA) dependiendo del
ndmero de grupos a comparar. El test de
Dunnett o el test de Tukey fueron utilizados
para el analisis post hoc. Un valor de
p menor que 0,05 fue tomado como
diferencia estadisticamente significativa.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION
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4.1 FENOTIPADO DE
LOS RATONES
MUTANTES K.l

4.1.1 LOS RATONES Prpf314%16F" K|
PRESENTAN UN FUNDUS SIMILAR AL
DESCRITO EN OTROS MODELOS DE
DEGENERACION MACULAR ASOCIADA
A LA EDAD (DMAE)

La evaluacion del fundus en modelos
murinos de degeneracion retiniana, al igual
que en el humano, es una herramienta
muy util, ya que aporta una gran cantidad
de informacién visual directa necesaria
para iniciar la caracterizacion fenotipica del
raton o para realizar el diagnédstico clinico
en un paciente. Por tal motivo, realizamos
la funduscopia in vivo a ratones Prpf31**
(WT) y ratones Prpf31°2""* K| entre 2 y
18 meses de edad (Fig. 48). Para la
realizacién de este estudio utilizamos un
microscopio especialmente diseflado para
realizar la valoracion del fondo de ojo en
pequefos  roedores  (MICRON i),
siguiendo el protocolo descrito en la
seccion de materiales y métodos.

En la figura 48 (imagenes A-D) se observa
el aspecto normal de la retina de un ratén
WT de 8 meses de edad. Se muestra
claramente la homogeneidad en la
superficie de la retina central (A) vy
periférica (B), asi como también los
contornos delimitados y tamano normal de
la papila (C), asi como también el grosor
normal de los vasos (C y D). En la misma
figura 48 (imagenes E-H) se aprecian
lesiones blanco-amarillentos pequefias no
confluentes dispersas por toda la retina de
un ratén mutante Prpf31*?**"* K| de 8
meses de edad. Las lesiones midieron una
quinta parte del diametro del disco 6ptico y
algunas de ellas eran auto-fluorescentes

de aspecto similar a depdsitos drusenoides
(Fig.48 I-J; flechas).

Prpf31 %"

Figura 48. Funduscopia de un ratén WT (A-
D) y un ratén Prpf31°%%"™* K| de 8 meses
de edad (E-H). En el panel se muestran las
imagenes amplificadas de una porcion de la
retina central (C y G) y periférica (D y H).
También se muestra la auto-fluorescencia de
los depdsitos drusenoides en el ratén
mutante (I-J; flechas).

Este fenotipo se observé en el 37,5% (6
casos de 16 ratones Kl evaluados) Las
lesiones se comienzan a observar a partir
del sexto mes de edad, haciéndose mas
evidentes a los ocho meses y sin presentar
nuevos cambios hasta el decimoctavo
mes. No observamos en ningun raton
afecto por la mutacién acumulos de
pigmento en forma de espiculas dseas,
afilamiento vascular o atrofia de la papila;
los cuales son hallazgos tipicos en la RP
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descrita en humanos y en modelos
experimentales de degeneracién retiniana
como el descrito en los ratones Pde6b™
(rd1), Prph2™ (rd2) o Pde6b™ (rd10)"".

El aspecto del fundus en los ratones que
mostraban este fenotipo nos recuerda mas
a la imagen retiniana de un fundus
albipunctatus producido por mutaciones en
el gen RDH5 o a las lesiones blanco-
amarillentas con depdsitos drusenoides
observadas en modelos animales de
DMAE como en el ratén Ccl2” o ratones
transgénicos Cfh  Y402H™'"™'* No
debemos olvidar que los ratones, como
otros animales nocturnos, carecen de
macula y ello podria explicar el hecho de
que las lesiones estén distribuidas por todo
el fondo de ojo y no concentradas en una
region especifica de la retina.

Por otro lado, se ha descrito que la
mutacion en el gen Crb1"® (rd8) puede ser
frecuentemente encontrada en los ratones
WT de la cepa CD57BL/6, la cual es la
cepa basal utilizada para producir nuestros
ratones mutantes. La presencia
espontanea de una deleccién simple en un
nucledtido del gen Crbl, puede producir
degeneracion de la retina con lesiones
retinianas similares a las observadas en
nuestros ratones'™. Por tal motivo
decidimos descartar la presencia de la
mutacioén rd8 mediante genotipado (anexo
IA) en nuestros ratones mutantes (Fig. 49).

Figura 49. Resultados de la PCR que
descarta la mutacion rd8 en los Prpf31+" KI.

Hasta ahora, no se habia descrito ningun
cambio en el aspecto de la retina en los

ratones Prpf314216PH* K|

en el estudio previo de Bujakowska, et. al
no se observaran cambios en la retina
porque se evaluaron un numero pequeno
de animales, escapando la observacion de
algun ratdén con el fenotipo ya que, como
hemos mencionado, este fenotipo esta
presente en aproximadamente el 40 % de
los animales; o bien porque el fenotipo
esperado de RP no fue observado, por lo
que se pudo haber descartado o
infravalorado la presencia de otro fenotipo
distinto al esperado.

. Es posible que
126

4.1.2 LA VISION ESPACIAL EN LOS
RATONES Prpf31°2*%"* KI ESTA
MARCADAMENTE AFECTADA

La vision espacial se define como la
capacidad de resolucion o la capacidad
para  discriminar dos  objetos o
caracteristicas separadas entre si por un
espacio determinado. La vision espacial de
un individuo depende tanto de la agudeza
visual como de la percepcion del contraste.
En pequefios roedores se puede valorar la
vision espacial por diferentes técnicas. El
test para valorar la respuesta optomotora o
reflejo optocinético es uno de ellos, y este
permite valorar tanto la agudeza visual
como la sensibilidad al contraste.

Para valorar la respuesta optomotora
utilizamos 5 ratones WT y 5 ratones
Prpf31°%%""* K| adultos de 8 meses de
edad. La vision espacial se midid con 6
diferentes frecuencias espaciales (0,272,
0,194, 0,103, 0,092, 0,062 y 0,031
ciclos/grado) y a 3 diferentes grados de
sensibilidad al contraste (100%, 75% vy
50%). Asi mismo se realizaron medidas de
los umbrales de agudeza visual al 100% de
sensibilidad al contraste en ratones de 2, 4
y 6 meses de edad.

Como se observa en la figura 50, la vision
espacial se afecta significativamente en los
ratones Prpf31°?%"* K|, dado que el
porcentaje de respuestas positivas en el
test optomotor al 100% de contraste cae
sobre todo en las frecuencias espaciales
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mas altas (Fig. 50 A). Ademas, la caida en
el porcentaje de respuestas es mas severa
cuanto menor es la sensibilidad al
contraste llegando incluso a observarse
diferencias significativas entre los ratones
WT y mutantes a frecuencias espaciales
mas bajas (Fig. 50 B-C).
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Figura 50. Porcentaje de respuestas
positivas del test optomotor en ratones WT y
Prpf31°%°F* KI de 8 meses a 100% (A), 75%
(B) y 50% (C) sensibilidad al contraste. Los
valores representan el promedio de 5 ratones
en cada grupo + EEM. Estadistica t-test.
*p<0,05; **p<0,01.

Para poder discriminar las barras
presentadas a una alta frecuencia espacial

se necesita una mayor resolucion del
sistema Optico, es decir, una mejor
agudeza visual”"'®2. Por otro lado cuanto
mayor contraste tiene una imagen mas
facil es visualizarla. En los ratones
Prpf31°2*"" K| se observé que tanto la
agudeza visual como la percepcion del
contraste estaban alteradas, siendo este
ultimo parametro el que mas se afecté. En
otras enfermedades de la retina, como la
DMAE, también existe wuna disminucion
significativa de la sensibilidad al
contraste'®'™ Curiosamente, estos
hallazgos fueron independientes de la
presencia o0 ausencia de los depositos
drusenoides en la retina de los ratones.

Los ratones Prpf31”* KO también fueron
evaluados con el test optomotor vy
presentaron el mismo déficit en la vision
espacial. Por otro lado, quisimos evaluar
los umbrales de vision espacial en ratones
Prpf31°%%""* Kl y WT de 2, 4 y 6 meses de
edad. Este experimento lo realizamos
siempre al 100% de sensibilidad al
contraste y fuimos aumentando la
frecuencia espacial hasta que ya no
obtuvimos ninguna respuesta positiva.
Observamos que dicho umbral empieza a
caer a los 6 meses de edad en los
mutantes, lo que sugiere el caracter de
degeneracion progresiva en este modelo
animal (Fig. 51).

= WT
o Prpf31ﬂ?lépn"

Dos Cuatro Seis
Meses de edad

Figura 51. Umbrales de visiéon espacial en
ratones WT y Prpf31°%%"* Kl de 2, 4 y 8
meses al 100% de sensibilidad al contraste.
Los valores representan el promedio de 5
ratones en cada grupo + EEM. Estadistica t-
test. *p<0,05; **p<0,01.
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4.1.3 LA AMPLITUD DE LA ONDA C DEL
ERG DISMINUYE SIGNIFICATIVAMENTE
EN LOS RATONES Prpf31%1¢7"* K|

El ERG es una herramienta muy util para
evaluar la respuesta eléctrica de la retina a
estimulos visuales, permitiendo discriminar
que tipo celular pudiera estar mas afectado
dependiendo de la amplitud y la frecuencia
de ciertas ondas. Se registrd la respuesta
estandar (ondas a y b) asi como la onda ¢
mediante ERG de campo completo con
una cupula de Ganzfeld en 7 ratones WT y
7 ratones Prpf31*?*%"* K| adultos tanto en
la cepa basal CD57BL/6 como CD1. Para
evaluar la respuesta en condiciones
escotoépicas, los ratones fueron adaptados
a la oscuridad durante toda la noche. Para
evaluar la respuesta fotdpica, los ratones
fueron adaptados a la luz durante 10
minutos.

En la figura 52 se observa el registro
electrorretinografico de la onda ¢ en ambos
ojos (OD y OS) de un ratén Prpf31** (WT)
(Fig. 52 A) y en un ratén Prpf31°%%"* K|
(Fig. 52 B) de 8 meses de edad
severamente  afectado. Se observa
claramente que la amplitud de la onda c
disminuye en el ratébn mutante en
comparacion con el raton WT.

La cuantificacion de los resultados de la
amplitud de la onda c y de la onda b se
muestran en la figura 53 A. Se observo que
sélo la amplitud de la onda ¢ disminuye en
los ratones mutantes y que esta
disminucion es estadisticamente
significativa al normalizarla con la amplitud
de la onda b (razén amplitud onda c/b)
(Fig. 53 B). Este hallazgo se observé en
los ratones mutantes a partir de los seis
meses de edad. Los ratones Prpf31°2*¢F"*
Kl examinados a los dos y a los cuatro
meses de edad no mostraron alteraciones
electrorretinograficas estadisticamente
significativas. (Fig. 54).

Prpf31°""

C1f\ i
J N

) prf3 1+IA216P

1 sec

Figura 52. Registro ERG y amplitud de la
onda ¢ en un raton WT (A) y de un ratén
mutante Prpf31°#%* K| (B).
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Figura 53. Cuantificacion de la amplitud de
las ondas b y c en el ERG de los ratones WT
y Prpf31°#%* K| (A). Y resultado del calculo
de la razén de la amplitud onda c/b (B). Los
valores representan el promedio de 7 ratones
en cada grupo + EEM.
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Figura 54. Cuantificacion de la onda c del
ERG de los ratones WT y Prpf31°**"* K| de
2, 4 y 6 meses de edad. Los valores
representan el promedio de 5 ratones en
cada grupo = EEM. Estadistica t-test.
*p<0,05.

El ERG para evaluar la respuesta de los
bastones, conos-bastones y conos en los
ratones  Prpf31°%**"*  KI no mostré
diferencias significativas al compararlos
con ratones WT (ver figura anexa 1). Hasta
ahora no se habian descrito alteraciones
significativas en el registro estandar del
ERG en este modelo de ratén™; sin
embargo, hemos demostrado que Ila
amplitud de la onda c¢ si esta afectada a
partir de los 6 meses de edad. Resultados
similares a los nuestros han sido
observados en el raton Ahr”, el cual es
reconocido como un modelo experimental
de DMAE™"™. Estos ratones Ahr’ al igual
que nuestro modelo Prpf31°2F K|
presentaron disminucion de la amplitud de
la onda c, con poca o0 ninguna afectacién
de la amplitud de las otras ondas, siendo
atribuido este fendmeno principalmente a
la degeneracion del EPR™ ™,

La evaluacién de la onda ¢ es un estudio
que no se realiza de forma rutinaria en la
practica clinica. Sin embargo, dado que la
degeneracion del EPR es una de las
principales caracteristicas de los pacientes
con DMAE, el estudio de este parametro
deberia ser considerado para valorar la
progresion de la enfermedad en pacientes
con DMAE.

4.1.4 LOS RATONES KI MUESTRAN
DISMINUCION DEL ESPESOR
RETINIANO E HIPERREFLECTIVIDAD
DEL EPR

Bajo midriasis farmacolégica se tomaron
escaneres retinianos de 6 ratones WT y 6
ratones Prpf31°?*%""* KI con el tomografo

Stratus (Carl Zeiss, Germany). El protocolo
de adquisicion consistio en realizar una
serie de 6 barridos lineales de 3 mm cada
uno y equidistantes entre si a través de un
eje central comun.

Prpf31

+/+

Figura 55. Imagen de OCT (A) y mapa de
espesor retiniano de un ratén WT (C).
Imagen OCT (B) y mapa de espesor retiniano
de ratén Prpf31****"* KI (D). El espesor
retiniano fue medido desde la membrana
limitante interna (@) en el inicio de la capa de
células ganglionares (GCL) hasta el inicio del
EPR/coroides (EPR/C) (a). También se
evalud la hiperreflectividad del EPR/C (b). La
escala de colores representa el grosor
retiniano medido en pm y se utilizé como
referencia para la valoracion de los mapas de
espesor retiniano.
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En la figura 55 puede observarse el
adelgazamiento en el espesor retiniano en
los ratones Prpf31*%'®"* K| tanto en la
imagen de OCT (Fig. 55 B) como en el
mapa de espesor retiniano (Fig. 55 D).
Ademas, los ratones mutantes presentaron
un aumento de la reflectividad del EPR
(Fig. 55 B). La media de espesor retiniano
que obtuvimos en los ratones WT fue de
218 ym (£ 4,7 pm) y 196 pm (= 3,9 pm) en
los Prpf31°2'%""* KI, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (Fig. 56 A).
Existen algunos articulos en los que se ha
evaluado el espesor de la retina en ratones
silvestres CD57 a través de OCT,
aproximandose el valor normal a las 210
pm'71%8 cifra muy similar a la obtenida en
los ratones WT de este estudio.
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Figura 56. Cuantificacion del espesor

retiniano (A) y de la reflectividad del EPR/C
(B) en ratones WT y Prpf31°%*"* KI. Los
valores representan el promedio de 5 ratones
en cada grupo = EEM. Estadistica t-test.
*p<0,05; *p<0,01.

Los hallazgos en las imagenes de OCT y
su respectiva cuantificacion demostraron
que la retina de los ratones mutantes
presentaba una disminucion en su espesor
de aproximadamente el 10%. Aunque no

tenemos claro aun cual es el mecanismo
fisiopatologico que lleva a dicho
adelgazamiento, pensamos que ho se
debe a una perdida en el numero de
nucleos celulares en las capas de la retina,
ya que estas capas parecen normales en
los cortes histoldgicos (Fig. 57 A). Estudios
publicados con anterioridad y realizados en
los ratones Prpf31°?'"* K|y Prpf31”* KO
tampoco han mostrado perdida de nucleos
en las capas de la retina'®. Es posible que
el adelgazamiento retiniano se deba a una
atrofia de los axones de la capa plexiforme
interna (CPI), ya que hemos podido
observar un adelgazamiento de esta capa
en los cortes histologicos (Fig. 57 B).
Creemos que dicho adelgazamiento podria
deberse una disfuncion de la retina que se
inicia por un defecto en el EPR. Por otro
lado, la hiperreflectividad del EPR
probablemente se deba a un efecto
ventana, por adelgazamiento de la retina
neurosensorial suprayacente (aumento
indirecto de la reflectividad). Estos
hallazgos nos recuerdan a los signos de
degeneracion macular atréfica en el

humano™.

4.1.5 LOS RATONES Prpf31*2'°7* K
PRESENTAN ATROFIA DEL EPR Y DE
LA CPIDE LA RETINA

La evaluacion histoldgica de la neuroretina
y EPR realizada con hematoxilina-eosina
(Fig. 57 A-D), mostr6 que en los ratones
mutantes la CPl estaba atrofiada en
algunas regiones de la retina (Fig. 57 B), lo
que pudiera explicar porque observamos
un 10% de disminucion del grosor retiniano
en la OCT. Curiosamente, el hundimiento
de la CPl y de la capa plexiforme externa
(CPE) son caracteristicas descritas en
pacientes con DMAE, las cuales pueden
ser detectadas a través de OCT incluso
antes de que se produzca atrofia
geogréfica (AG) asociada a drusas'®. Esta
observacion morfoldgica en la retina de los
pacientes con DMAE seca mantiene
abierto el debate sobre dénde se inician los
cambios de la AG, si es a nivel del EPR o
por el contrario en la retina neurosensorial.
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Figura 57. Cortes histoldgicos de la retina (A,
B) y seccion tangencial del EPR tefiidos con
hematoxilina-eosina (C, D) de ratones WT y
Prpf31°%%"* KI.  Inmunofluorescencia de
EPR marcado con RPEG65 (E-H; verde). Los
nucleos fueron tefidos con DAPI (E, F; azul).
Las figuras G y H muestran solo la senal de
RPE65 magnificada. CCG= capa de células
ganglionares; CPl= capa plexiforme interna;
CNI= capa nuclear interna; CPE= capa
plexiforme externa; CNE= capa nuclear
externa; CF= capa de fotorreceptores; EPR=
epitelio pigmentario de la retina.

Ademas de la atrofia de la CPI, los ratones
mutantes presentaron atrofia del EPR. Al
realizar los cortes tangenciales del EPR
observamos que uniones estrechas entre
las células del EPR se perdian en el ratdn
Prpf31°%%""* K| (Fig. 57D). Ademas, la
intensidad de la sefial de la proteina
RPE65 disminuia en estos ratones
mutantes, asi como también se perdia la
continuidad y homogeneidad de la
expresion de RPE65 (Fig. 57 F y H). La
pérdida de la integridad de la barrera
hemato-retiniana debido a la perdida de la
uniones celulares del EPR ha sido descrita
en la fisiopatologia de la DMAE y en varios
modelos animales de degeneracion

macular'®.

4.1.6 LOS RATONES Prpf31216P* K|
PRESENTAN VACUOLOZACION DEL
EPR Y ENGROSAMIENTO DE LA
MEMBRANA DE BRUCH

Para ver con mas detalle la morfologia de
las células del EPR y la membrana de
Bruch  realizamos un estudio de
microscopia electronica en ratones WT vy
mutantes. En los ratones WT se observo la
morfologia normal descrita para el EPR
con la presencia de los OS de los
fotorreceptores siendo fagocitados por el
EPR (Fig. 58 A; SE, flecha), granulos de
melanina y lipofuscina (Fig. 58 A; Me, Lf),
repliegues de la membrana celular del EPR
(Fig. 58 A; Re) y la membrana de Bruch
(Fig. 58 A; MB) con la substancia
fundamental bien definida (Fig. 58 C; Sf)
entre la lamina basal del EPR y la lamina
basal endotelial (Fig. 58 C; Lb, cabezas de
flecha).

A216P/+

Prpf31

Prpf31™"

Figura 58. Microscopia electronica del EPR
en un ratén WT (A, C) y un ratén Prpf31°21¢7"*
Kl (B, D). Las imagenes en C y D muestran
una imagen amplificada de la membrana de
Bruch. SE= segmentos externos; Me=
granulos de melanina; Lf= granulos de
lipofuscina; Nu= nucleo; Re= repliegues de la
membrana celular del EPR; MB= membrana
de Bruch; Co= coroides; Lb= lamina basal;
Sf= substancia fundamental; Va= vacuolas.
Las flechas muestran membranas de los SE
fagocitados por el EPR. Las cabezas de
flecha muestran el limite anterior y posterior
de la MB. El asterisco representa la posible
separacion entre células del EPR o acumulo
de vacuolas. Las barras de escala
representan 2 pm.
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En los ratones Prpf31°%'%""* K| se observo

gran acumulacion de membranas de los
OS en el citoplasma del EPR (Fig. 58 B;
flecha), acumulacion de granulos grandes
de lipofuscina (Fig. 58 B; Lf), vacuolas y
separacion entre células del EPR por
posible pérdida de las uniones estrechas o
acumulacién de vacuolas (Fig. 58 B; Va y
asterisco), atrofia marcada de los
repliegues de la membrana celular con
aumento del espacio entre dichos
repliegues (Fig. 58 B; Re), y finalmente
engrosamiento de la membrana de Bruch y
perdida de la homogeneidad de la
substancia fundamental (Fig. 58 B; MB y D;
Sf). El grosor de la membrana de Bruch en
el raton WT midié aproximadamente 400
nm y en el ratdn mutante en su parte mas
ancha 800 nm medido entre la lamina
basal del EPR y del endotelio (Fig. 58 C y
D; Lb, cabezas de flecha).

El engrosamiento de la membrana de
Bruch es una caracteristica de la DMAE vy
del envejecimiento normal de la retina,
dafina para los conos en los ratones KI.
Este modelo pudiera ser muy util para
estudiar la interaccién entre los factores
ambientales, como la exposicion a la luz, y
la genética en el desarrollo de la DMAE.

4.1.7 LOS RATONES Prpf314216F/*
TIENEN ACUMULACION DE
LIPOFUCSINA EN LAS CELULAS DEL
EPR

Al igual que muchos otros tipos de células
post-mitéticas, el EPR puede acumular
lipofuscina durante el proceso normal de
envejecimiento. Los fluordforos  que
constituyen la lipofuscina de EPR sirven
como una fuente de auto-fluorescencia que
puede ser detectada por oftalmoscopia
laser confocal™®'. Al evaluar los cambios
morfolégicos del fundus observamos que la
retina y algunos de los depdsitos blanco-
amarillentos presentaban incremento de la
auto-fluorescencia (Fig. 48 J). Esta descrito

que la lipofuscina tiene un pico de
excitacion entre 450-490 nm y un pico
maximo de emision de aproximadamente
600 nm'™'.

Por tal motivo decidimos analizar en el
microscopio confocal laser la auto-
fluorescencia del EPR de ratones WT y
ratones Prpf31°%%"* K|, Los cortes
histologicos conteniendo el EPR fueron
excitados con un laser de argon a 457 y
488 nm vy la barrera se fijé entre 615-715
nm (Fig. 59). Se observé claramente como
la auto-fluorescencia de EPR se
encontraba incrementada en los ratones
mutantes (Fig. 59 C). Al observar con
mayor aumento las muestras de EPR
apreciamos que existian acumulos de
pequefos granulos peri-nucleares auto-
fluorescentes similares a los granulos de
lipofuscina (Fig. 59 D).

Los resultados de la tincion para
lipofucsina pueden observarse mediante
microscopia Optica normal o con luz
ultravioleta. En la figura 59 se observa la
elevada autofluorescencia del EPR del
raton Ki.

A

50 pm

Figura 59. Auto-fluorescencia (verde) del
EPR de un ratén WT (A, B) y Prpf31*#¢F* K|
(C, D). En azul se observan los nucleos
tenidos con DAPI. B y D muestran las
imagenes amplificadas del EPR.

Finalmente, para comprobar si en realidad
existia un incremento de la lipofuscina en
el EPR de los ratones Prpf31#2"* K|

82



realizamos la tincion de carbolfucsina de
Kinyoun y acido picrico del AFIP para
detectar lipofuscina. Comprobamos,
mediante dicha tincion especifica que
efectivamente el EPR de los ratones
mutantes  presentaba acumulos de
lipofuscina, dado por la acumulacién de
granulos de color magenta oscuro en la
regiéon apical del EPR (Fig. 60 C-D;
flechas). Igualmente podemos apreciamos
la ausencia de dicha banda en los ratones
WT (Fig. 60 A-B).

Prpf31™"*"

CNI

Figura 60. Tincion de carbolfucsina de
Kinyoun y acido picrico del AFIP para
deteccion de lipofuscina en un ratén WT (A,
B) y en un ratén Prpf31°**"" K| (C, D). Las
imagenes en B y D muestran una
amplificacion de la zona entre el EPR y la
capa de fotorreceptores. Las fechas indican
la acumulacién de granulos de lipofuscina.
EPR= epitelio pigmentario de la retina; CNE=
capa nuclear externa; CNI= capa nuclear
interna.

Se ha sugerido que la acumulacién
excesiva de pigmento fluorescente de
lipofuscina en el EPR representa un
importante factor patogénico en la etiologia

y la progresion de la DMAE seca. En la
DMAE se ha observado incremento de
compuestos  citotdxicos bisretinoides
derivados de lipofuscina, tales como A2E.
Estos compuestos derivados de la
lipofuscina se pueden formar en la retina
de una manera no enzimatica a partir de

los retinoides del ciclo'.

4.1.8 ACUMULOS DRUSENOIDES SE
OBSERVARON EN LA RETINA DE LOS
RATONES Prpf31°2P* K,

Las drusas, una de las principales
caracteristicas histopatoldgicas que
pueden observarse en la DMAE, son
depdsitos focales de material de desecho
extracelular que se localizan principal-
mente entre la lamina basal del EPR
(membrana de Bruch) y las células del
EPR. La composicién quimica de las
drusas es muy variada, pudiendo presentar
acumulos de carbohidratos, zinc, y cerca
de 150 proteinas, incluyendo vitronectina,
apolipoproteinas y numerosos compo-
nentes del sistema de complemento. El
mayor componente de las drusas son
lipidos, principalmente colesterol esterifi-

cado o no esterificado y fosfatidilcolina'®.

Para determinar si los ratones mutantes
presentaban este tipo de lesiones
drusenoides realizamos un estudio de
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-
laminina, un marcador de la membrana de
Bruch, y anticuerpos anti-RPE65, una
proteina especifica del EPR. La tincion de
Filipina la utilizamos para evaluar la
presencia de colesterol libre. También
utiizamos  anti-cuerpos  anti-C3, una
proteina del sistema de complemento que
se deposita en las drusas.

En la figura 61 podemos observar
presencia de agregados de colesterol libre
(Fig. 61 C, G) en un ratén Prpf31*#®"* K|.
Estos agregados o depositos de colesterol
libre se ubicaron entre la membrana de
Bruch (Fig. 61 A) y el EPR (Fig. 61 By D).
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Algo de sefal de laminina y RPE65 se
observo en estos depdsitos sugiriendo que
estos también estan conformados por
agregados de diferentes proteinas. De
hecho, el componente 3 del complemento
(C3) colocaliza con los depodsitos de
colesterol libre (Fig. 61 F, G y H). Los
depdsitos de colesterol libre presentes en
los ratones mutantes son comparables por
su localizacion anatémica y por su
composicion bioquimica con las drusas
que se identifican en pacientes con DMAE.
Las drusas de la DMAE tiene un tamafo
muy variable que oscila entre las 50 y las
250 um™*'® mientras que las lesiones que
presentaron los ratones Prpf31*?®®" K
midieron 7,5 ym de media. Esta diferencia
de tamafo podria entenderse por la
diferencia de tamafo entre el globo ocular
humano y del ratén. Este tipo de lesiones
drusenoides han sido observadas en otros
modelos murinos de DMAE como el raton
transgénico Cfh Y402H y el doble KO Ccl2
/- CCI‘Z_/_ 148,166.

7.5 um

na de
n anti-
. Para
an las

Curiosamente, al realizar la evaluacion del
fundus en animales Prpf31°%%* K
electroporados para valorar el efecto de la
terapia génica, observamos casualmente
que la cantidad de acumulos drusenoides
se exacerbaban considerablemente.

Aunque  desconocemos  porqué la
electroporacién puede exacerbar el
fenotipo observado en los ratones
mutantes, se sabe que esta técnica

produce dafc celular secundario a un
incremento en la produccién de ROS'.
Por lo tanto, creemos que la electro-
poracion pudo haber incrementado la
produccion de ROS en la retina de los
ratones y quizas por ello se exacerbd la
formacién de estos depdsitos drusenoides.
Por su puesto, esta es una hipétesis que
debe ser comprobada y que de ser
probada pudiera establecer la relacion
directa entre formacién de drusas vy
produccién de ROS.
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4.1.9 LA EXPOSICION A LA LUZ INDUCE
DANO SOBRE LOS CONOS EN EL
RATON Prpf31°26P* K,

La exposicion a una fuente de luz intensa
ha sido utilizada como una técnica para
inducir dafo celular y exacerbar el fenotipo
de degeneracidon retiniana en varios
modelos  animales'®.  Por  ello,
disehamos un experimento que consistid
en exponer a los animales a 2500 Ix
durante 5 dias consecutivos con el fin de
valorar la morfologia de la retina y ERG de
ratones WT y Prpf31*?®"* Kl pre y post
exposicion a la luz.

Post-Luz

Figura 62. Morfologia de la retina en ratones
Prpf31*?%"" Kl antes y después de
exposicion a una fuente de luz intensa
durante 5 dias. Los conos fueron marcados
con anti-opsina (A, D; verde), los bastones
fueron marcados con anti-rodopsina (B, E;
rojo). En las letras C y F se muestran las
imagenes solapadas. CNE= capa nuclear
externa.

A nivel histologico observamos una
degeneracion mas severa de los conos
que en los bastones en los animales
Prpf31°%%"* Kl tras cinco dias de
exposicién a una fuente de luz intensa (Fig.
62). El numero de conos, marcados con
anticuerpos anti-opsina (Fig. 62 A, D;
verde), disminuyé marcadamente en los

ratones mutantes. Mientras que la
intensidad de sehal de los bastones,
marcados con anticuerpos anti-rodopsina
(Fig. 62 B, E; rojo), fue similar en los
ratones WT y mutantes, solo se observd

acumulos de senal de rodopsina en la CNE
A216P/+

en los ratones Prpf31 Kl post-luz.
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Figura 63. Registro ERG del raton WT (A y
B) Prpf31°*°"* KI (C y D) pre y post-
exposicion a la luz intensa por 5 dias.
Cuantificacion de la amplitud de la onda b del
ERG (E). (A a D) y amplitudes medias de la
onda b (E). Los valores representan el
promedio de 5 ratones en cada grupo + EEM.
Estadistica t-test. *p<0,05.

Al realizar los registros de ERG en
condiciones fotopicas pre y post-exposicion
a una luz, observamos que la amplitud de
la onda b, la cual media la respuesta de los
conos, disminuia significativamente en los
ratones Prpf31°?**""* K| posterior al dafio
inducido por la luz (Fig. 63 C-E). Los
ratones WT también presentaron una
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disminucion de la amplitud de la onda b en
condiciones fotdpicas, pero esta
disminucion fue menos marcada que la
observada en los ratones mutantes (Fig, 63
A, B, E). El resto de las ondas del ERG
(respuesta de bastones y respuesta de
bastones y conos) fueron normales, lo que
sugiere que el dafo causado por la luz fue
mas marcado sobre los conos.

Se ha descrito la existencia de un factor
derivado de las células del EPR (PEDF)
que ejerce un efecto protector sobre las
células 661W frente a la muerte inducida
por luz. Dado que las células 661W
comparten caracteristicas bioquimicas con
los conos'®, se cree que dicho factor
neurotréfico puede retrasar y prevenir la
muerte de este tipo de fotorreceptores in
vivo'’. Creemos que en los ratones
Prpf31*?'®"™ KI, en los que ya existe una
alteracion del EPR, los niveles de PEDF
deben estar reducidos y por ello la
exposicion a la luz resulta en
especialmente dafiina para los conos en
los ratones mutantes. Este modelo pudiera
ser muy Uutil para estudiar la interaccion
entre los factores ambientales, como la
exposicion a la luz, y la genética en el
desarrollo de la DMAE.

4.1.10 LA PROTEINA PRPF31 SE
EXPRESA ALTAMENTE EN EL EPR DE
RATONES Y HUMANOS.

Dado que el fenotipo observado en los
ratones mutantes parece afectar en un
principio al EPR decidimos determinar los
niveles de expresion de la proteina
PRPF31 tanto en muestras de retinas de
ratones WT y en la retina humana a través
de estudios de inmunocitoquimica (ICQ), IF
y WB.

Observamos que la expresién de la
proteina PRPF31 es méas marcada al nivel
del EPR tanto en muestras de ratones
como en la retina humana. Para observar
la expresion de Prpf31 en la retina de
ratones utilizamos anticuerpos  anti-
PRPF31 y  deteccion con  3,3-

diaminobenzidina (DAB). EI DAB es
oxidado en la presencia de perdxido de
hidrogeno resultando en el depdsito de un
precipitado marrén oscuro, por lo tanto
para este estudio utilizamos ratones WT
albinos CD1 para evitar la interferencia que
generaria la presencia de melanina en el
EPR para la deteccion de la sefal de DAB
(Fig. 64).

Contrdl - PRPF31

Rodopsina

Figura 64. Inmmunocitoquimica de la retina
de raton WT CD1 mostrando expresion de la
proteina Prpf31 en el EPR (C, F). En las
fotos A y D se muestra la ausencia de sefal
de 3,3-diaminobenzidina (DAB) en el
control negativo. En las fotos B y E se
muestra la sefial de DAB marcando la
rodopsina de los segmentos externos de los
bastones. Las fotos D a la F muestran una
ampliacién de la zona del EPR, OS e IS de
los fotorreceptores y parte de los nucleos de
la capa nuclear externa. EPR= epitelio
pigmentario de la retina; CNE= capa nuclear
externa; CNI= capa nuclear interna; CCG=
capa de células ganglionares

Para esta prueba utilizamos dos controles:
en un primer lugar utilizamos un control
para estar seguros que la sefal que
observamos es especifica del Prpf31 y que
no se debia a uniones linespecificas del
anticuerpo secundario. Para ello se realizo
una ICQ solo con el anticuerpo secundario
(Fig. 64 A, D) sin observarse ninguna sefal
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de DAB. En segundo Ilugar y para
determinar si la técnica de ICQ funcionaba
apropiadamente se utilizé un anticuerpo
anti-rodopsina para marcar los bastones
(Fig. 64 B, E) observandose una sefal
intensa a nivel del segmento externo.
Finalmente la sefal de la ICQ utilizando
anticuerpos anti-PRPF31 se localizé
intensamente a nivel del ERP.

Los resultados de la ICQ se comprobaron
con WB al realizar la diseccion manual de
la retina neural para separarla del EPR.
Los extractos proteicos de la retina neural
y del EPR se procesaron por separado y
las membranas resultantes de la
electroforesis y transferencia fueron
probadas con anticuerpos anti-PRPF31
(Fig. 65). Se observo claramente que los
niveles de Prpf31 eran mas elevados en
las muestras correspondientes a los
extractos proteicos del EPR.

Retina Neural EPR
TE———w

Figura 65. WB para determinar la expresion
de Prpf31 en la retina neural y EPR de cada
ojo de un ratén C57 WT. EPR= epitelio
pigmentario de la retina.

Al realizar un estudio de IF y WB de la
expresion de PRPF31 en la retina humana
observamos que, al igual que en el ratdn,
la sefal de PRPF31 se ubico
exclusivamente a nivel del EPR (Fig. 66 A;
rojo) y que los niveles de expresion en el
WB fueron mas altos a nivel del EPR que
en la retina neural (Fig. 66 B).

En estudios previos realizados sobre la
expresion del ARNm del gen Prpf31 en
diferentes tejidos de ratéon se observé que
no existian diferencias en la expresién del
mismo a nivel del ojo y otros tejidos como
bazo e higado. Sin embargo, en ningun
trabajo hasta ahora se ha demostrado
claramente la expresion diferencial entre la

EPR

Retina Neural

Humano | s e “;

Figura 66. IF de la proteina PRPF31 en
retina de un donante humano (A) y WB de la
retina neural y EPR de dos muestras de
donante humano sano. COR= coroides;
EPR= epitelio pigmentario de la retina; CNE;
capa nuclear externa; CNI= capa nuclear
interna; CCG= capa de células ganglionares.
La barra de escala representa 50 pm.

retina neural y el EPR. La alta expresion
del PRPF31 en el EPR, aunado a que el
fenotipo de degeneracion observado en los
ratones mutantes nos hace suponer que
esta proteina debe estar realizando un
papel muy importante a nivel del EPR y
que posiblemente la tasa de produccion y
maduracion de ARNm en el EPR debe ser
muy alto e incluso mayor que en los
fotorreceptores.

4.1.11 LA DISMINUCION DE EXPRESION
DEL Prpf31 EN LOS RATONES
MUTANTES AFECTA A LA
MADURACION DEL Rpe65.

Como mencionamos en un principio solo
aproximadamente el 40% de los ratones
Prpf31°2*F* K| presentaron fenotipo de
degeneracion del EPR con depdsitos
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drusenoides en el EPR. Por tal motivo
realizamos WB de ratones WT, Kl que no
mostraban alteraciones en el fondo de ojo
(Fig. 67 A; KI1) y mutantes que mostraban
el fenotipo, es decir, los depdsitos
drusenoides en el fondo de ojo (Fig. 67 A;
KI2). La expresion de la proteina Prpf31 en
la retina de los Kl que mostraron el
fenotipo completo fue menor que en el
resto de los animales (Fig. 67).

A WT K1 K2

kDa
55—]Flanti-Prpf31

_ anti-RPEG5S

-%29-30 kDa

B WT KI2
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Figura 67. WB de Prpf31 y RPE65 de un
raton WT y de dos ratones mutantes uno sin
fenotipo en el fondo de ojo (KI 1) y otro con
depdsitos drusenoides (Kl 2) (A). RT-PCR
del RPE65 de un ratén WT y otro mutante
con fenotipo (KI 2) (B).

Ademas, observamos que en el WB de
estos ratones con fenotipo aparecieron dos
bandas para RPE65, una del mismo peso
molecular que la que se identificé en los
WT vy en los Kl sin fenotipo y otra banda de
menor peso molecular (Fig. 67 A; punta de
flecha). Para completar el estudio
realizamos RT-PCR del ARNm de esta
proteina y observamos que efectivamente
aparecieron 2 bandas que se
corresponden con el peso molecular de las
2 bandas del WB, es decir, en los ratones
Prpf31°2*%F" K| que presentan drusas en la

retina existen dos ARNmM diferentes del
RPEG65 (Fig. 67 B).

Para aseguramos de que esta segunda

banda de menor peso molecular
verdaderamente se correspondia con
RPE65 decidimos secuenciarla.

Comprobamos que en la secuencia de
dicha banda le faltaban los exones del 4 al
8 ademas del final del exdn 3 y el inicio del
9 (Ver figura anexa 2). Es decir, durante el
proceso de maduracion posiblemente
ocurrié un fallo y se produjo un ARNm mas
corto. En otros ratones hemos visto que el
splicing no siempre falla en el mismo
punto.

Por tanto, si el ratén con Kl con fenotipo
completo tiene el proceso de maduracién
del ARNm alterado y el raton KI1 tiene la
banda en el WB normal, es decir, no tiene
afectada la maduracion de la proteina
RPE65, podemos concluir que el fenotipo
se relaciona directamente con la cantidad
de expresion de Prpf31. ;Y por qué siendo
Prpf31 un factor expresado en todo el
organismo afecta soélo a la maduracién de
esta proteina del ciclo visual? Por un lado
se trata de una proteina que, siendo
relativamente  pequefia, tiene una
estructura muy compleja (14 exones) en
comparacién con otras proteinas del ciclo
visual (LRAT o 11-cisRDH tienen 3 y 9
exones respectivamente). Por otro lado,
RPE65 esta sometido a una elevada tasa
de recambio diario” ademas de variar su
expresion en funcion del ciclo de luz-
oscuridad''. De hecho, hemos observado
que la expresion del ARNm para RPEGS5,
que es hasta 9 veces el valor basal en
oscuridad en el WT, se encuentra muy
disminuida en el ratén Prpf31°%%"* K, que
incluso pierde esa variacion de expresion
en funcién del ritmo circadiano (Fig. 68). El
defecto en la maduracion de RPEG5
explicaria que las primeras células en
verse afectadas por la mutacion en el gen
PRPF31 sean las del EPR.
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Figura 68. Expresion del RPE65 por real
time PCR en ratones WT y mutantes en
condiciones de luz y oscuridad.

Como ya se ha dicho, el origen de la onda
¢ se encuentra en las células pigmentadas
de la retina, por lo que la disminucion de la
amplitud de esta onda junto con los
hallazgos en la funduscopia y los
resultados histolégicos nos lleva a pensar
que en el ratéon mutante Kl el dafo se inicia
en el EPR y no en los fotorreceptores,
como clasicamente ha sido descrita la RP.
Recientemente ha sido publicado un
articulo que apoya esa hipétesis™. En él
se describe una disminucion de la
fagocitosis de los OS de los fotorrecep-
tores a nivel del EPR en diferentes
modelos Prpf KO. Por otro lado, hemos
visto que la presencia del fenotipo
completo se relaciona directamente con la
cantidad de expresion de Prpf31, lo que
apoya el mecanismo de haploinsuficiencia

como base fisiopatolégica de la RP
asociada a la mutacion en PRPF31.
Como ya sabemos, la investigacion

traslacional se inicia en el laboratorio a
través de los estudios preclinicos. Un
requisito esencial para un estudio pre-
clinico es contar con un buen modelo
animal de la enfermedad. Debido a la alta
prevalencia de la DMAE y al gran impacto
economico y social que produce, se han
desarrollado numerosos modelos animales
para ensayar nuevos tratamientos para
esta patologia. Muchos de estos modelos

han logrado recapitular algunas de las
principales caracteristicas bioquimicas y
patolégicas observadas en la DMAE (tabla

4). Sin embargo, ninguno ha logrado
mostrar un fenotipo completo de Ia
enfermedad que incluya un cuadro

progresivo de degeneracion y pérdida
visual con alteraciones patolégicas en la
membrana de Bruch, presencia de drusas,
acumulacién de lipofuscina, incremento de
la produccion de ROS, activacion de la
respuesta inflamatoria, atrofia del EPR vy

128,172,173

perdida de fotorreceptores

A excepcion de los modelos animales de
DMAE humeda™, que han permitido
probar la eficacia y seguridad de algunos
farmacos que evitan la NVC, en la
actualidad no existen modelos animales
fiables que permitan evaluar en forma
objetiva la eficacia de nuevos tratamientos
en la DMAE seca. Por tal motivo, el
desarrollo de un modelo animal completo y
fiable de DMAE seca es esencial para el
desarrollo de nuevas terapias enfocadas
en curar o enlentecer la progresion
de esta patologia. De hecho, en la primera
convocatoria de la Iniciativa de
Medicamentos Innovadores IMI2, dentro
del programa europeo Horizonte 2020, uno
de los principales problemas planteados
dentro de esta convocatoria y relacionados
con la DMAE seca es la falta de modelos
animales que permitan realizar ensayos
preclinicos para trasladarlos posterior-
mente a la clinica. Esto refleja claramente
la importancia que tiene la creacién de un
modelo animal de DMAE que sea fiable,
con signos claros de alteracién visual, que
puedan ser cuantificables, para poder
valorar  objetivamente los efectos
terapéuticos de nuevos farmacos o de
terapias avanzadas para su aplicacion en
investigacion traslacional.

A pesar de que los pequefos roedores
carecen de una estructura anatémica en la
parte central de la retina donde exista una
alta densidad de conos como, ocurre en
macula del humano'”, este tipo de
animales son los mas utilizados, ya que

son de mas facil manejo, menos cosotos
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Tabla 4. Resumen de las caracteristicas fenotipicas de algunos de los principales modelos

murinos de DMAE seca y comparacion con el modelo Prpf31

A216p/+
PTKI.
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Grupo 2. - - Ambati et
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ARNm

Fuente. Modificado de Pennesi et al.
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y Ramkumar et al.

Grupo 1: ratones con modificacion
de genes asociados con degeneracion macular juvenil. Grupo 2: ratones con modificacién de
genes asociados con DMAE. Grupo 3: ratones inmunolégicamente modificados. Grupo 4:
ratones que desarrollan espontdneamente DMAE. MB: membrana de Bruch. EPR: epitelio
pigmetnario de la retina. ERG: Electrorretinograma. CEP: carboxietilpirol. *Tras exposicion a
una fuente de luz intensa. **Manuscrito en preparacion.
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que el uso de primates no humanos o
cerdos y presentan la ventaja de que
pueden ser manipulados genéticamente
para mimetizar las alteraciones genéticas
observadas en los pacientes. Sobre la
base de la patogénesis multifactorial de
DMAE, los modelos murinos de DMAE
seca se pueden clasificar en cuatro grupos
y pueden afectar o involucrar varias vias
(tabla 4). En primer lugar, los ratones
genéticamente modificados con
mutaciones presentes en la distrofias
maculares juveniles son los modelos mas
comunes, e incluyen Abcr” (enfermedad
de Stargardt), transgénico Elovi4
(enfermedad de Stargardt dominante),
Efemp134WRSW - (qistrofia retiniana en
panal de Doyne) y ratones Timp3S1°6¢/S156C
(distrofia macular de Sorsby). En segundo
lugar, otros modelos murinos que
involucran genes diana relevantes para
DMAE, incluyendo genes inflamatorios
tales como Cfh”, Ccl”, Ccr2,” Cx3cril”,
Ccl2” / Cx3er1™” genes asociados al estrés
oxidativo tales como Sodl™ y Sod2 KO,
genes involucrados en vias metabdlicas de
lipidos, proteinas y glucosa tales como
Neprilisina”  (beta  amiloide), linea
transgénica mcd/mcd (catepsina D) y linea
transgénica APOe2e4 con dieta alta en
colesterol. En tercer lugar, los ratones
inmunolégicamente  manipu-lados  por
inmunizacién con carboxietilpirol (CEP), un
fragmento oxidado del acido
decosahexaenoico (DHA) que se
encuentra en las drusas. En ultimo lugar,
las cepas naturales de ratones, como
arrd2/arrd2 (mutaciéon del gen mdm) vy los
ratones de senescencia acelerada (SAM)
que desarrollan espontaneamente
caracteristicas de DMAE seca como la
atrofia  de los fotorreceptores y el
engrosamiento de la membrana de Bruch
(tabla 4). Todos estos modelos han
permitido conocer mas a fondo los
mecanismos moleculares involucrados en
el desarrollo de esta patologia, pero como
se menciond anteriormente ninguno de
ellos presenta un cuadro completo de
DMAE.

Inicialmente el ratén Prpf31°2*%F"* KI fue

generado como modelo de RPad, sin
embargo, los hallazgos encontrados al
hacer el estudio fenotipico no revelaron
ninguno de los hallazgos tipicos de la RP.
De hecho este modelo ya habia sido
estudiado previamente y se concluyé que
no mostraba un fenotipo de degeneracion
de retina'®. En cambio, més recientemente
ha sido publicado que los modelos de RP
Prpf 3, Prpf 8 y Prpf 31 KO mostraron
alteraciones en el EPR previo a sufrir

alteraciones de la retina neuro-sensorial®’.

Por ese motivo, profundizamos en el
estudio del EPR de nuestro modelo v,
curiosamente, observamos alteraciones
que se asemejan mas con otros modelos
de DMAE (tabla 4).

La DMAE es la consecuencia de un
envejecimiento patolégico de la retina. Con
la edad se producen una serie de cambios
en el EPR, que se caracterizan por la
acumulacién de cuerpos residuales
(procedentes de la fagocitosis de los OS
de los bastones) que contienen
lipocfucsina. No se sabe si la acumulacion
de estos cuerpos residuales conduce a una
alteracion funcional del EPR. Se ha
descrito que estos cuerpos muestran
actividad enzimatica de degradacion.

Por otro lado, el envejecimiento conlleva
también cambios en la membrana de
Bruch: existe una disminucion de la
solubilidad del colageno, que puede afectar
a la permeabilidad de la membrana y a la
acumulacién de material residual, se
acumulan lipidos de origen extracelular,
similar a los cambios implicados en la
aterogénesis, y ocurre un engrosamiento
difuso de la cara interna y acumulacién de
material extrafno, incluyendo amiloide beta,
y formacion de depdsitos focales (drusas)
entre la membrana basal del EPR y la
membrana de Bruch. Parece que este
material refleja la actividad metabdlica del
EPR en general, no procede sélo del OS.
Se ha propuesto que el acumulo patolégico
sea consecuencia de que el material a
depurar sea andmalo debido a una
degradacién incompleta por algun fallo en
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las enzimas de degradacion. También se
ha postulado que los 4&cidos grasos
insaturados procedentes de los OS estan
sujetos a la oxidacion de radicales libres,
produciendo compuestos menos suscep-

tibles a la degradacion por enzimas
lisosémicas.
En nuestro raton Prpf31°2*"" KI hemos

observado una relacidon directa entre la
presencia de drusas y la expresion de
Prpf31 y su papel en la regulacién de la
maduracion de RPEB5, proteina expresada
en el EPR que juega un papel fundamental
en el reciclaje de los pigmentos del ciclo
visual. El defecto en la maduracion de la
proteina RPEG5 justifica que las primeras
células en ser afectadas por la mutacion en
PRPF31 sean las del EPR.

En el congreso ARVO de 2015 se presento
un trabajo donde tratan de desacelerar el
ciclo visual reduciendo los niveles de A2E
mediante la inhibicion de RPE65 como
terapia para la DMAE'. Por otro lado, Hoh
Kam y cols. han demostrado la eficacia de
una molécula (ciclodextrina) para reducir la
inflamacién y el depdsito de amilide beta,
en la membrana de Bruch asi como
aumentar el nivel de RPE6B5 en el modelo
de DMAE seca Chf” logrando una mejoria
en la respuesta electrorretinografica a los 3

meses del tratamiento'”.

Aunque inicialmente pueda sorprender que
un modelo animal disefiado para estudiar
la RP presente unas alteraciones mas
similares a las de la degeneracién macular,
no es infrecuente que la mutacion de un
mismo gen pueda producir diferentes
enfermedades. De hecho, se ha publicado
que la mutacién en PRPR31 en una misma
familia causd RP asi como degeneracién
macular juvenil®. También se ha descrito la
aparicion de drusas en familiares
heterocigotos (es decir, portadores de la
mutacién) de pacientes con LCA, para la
mutacién en RPEG65, que se justificaria por
una actividad disminuida de la proteina
RPE65'".

Por todo esto creemos que nuestro raton
Prpf31°2*%"" K| muestra unas caracteris-
ticas fenotipicas que lo hacen util como
modelo de degeneracion macular no
exudativa.
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4.2 EFICIENCIA DE
LA LIBERACION
DEL GEN PRPF31
EN LA RETINA DEL
RATON Prpf31A26P

4.2.1 LA LIBERACION DEL GEN PRPF31
EN EL ESPACIO SUBRETINIANO DE
RATONES Prpf31°?*%* RESTAURA LOS
NIVELES DE EXPRESION DE RPE65

Para determinar los efectos de la liberacion
del gen PRPF31 en la retina se inyecto 1 pl
del plasmido pEGFP-C3 portando el cDNA
del gen humano PRPF31 en el espacio
subretiniano del ojo izquierdo de cuatro
ratones Prpf31*?*%""* Como control se
inyectaron 4 ratones solo con el plasmido
pEGFP-C3. El ojo derecho de los ratones
se utilizd6 como control del grupo (no
inyectados). Los ratones WT fueron
inyectados solo con el vehiculo de la
suspension de los plasmidos a base de

PBS. Inmediatamente después de la
liberacion del plasmido en el espacio
subretiniano los ratones fueron

electroporados colocando el catodo sobre
el ojo inyectado para facilitar la
transfeccién de las células del EPR. El
fundus de los animales se observé un mes
después de haber realizado las
inyecciones y electroporacion.
Seguidamente los animales fueron
sacrificados y se recolectaron muestras
para IF y WB.

En los ratones inyectados con el plasmido
pEGFP+PRPF31 se normalizaron los
niveles de expresion del RPE65 al
compararlo con el ratén WT inyectado con
PBS y con el raton mutante inyectado con
pEGFP solo (Fig. 67). Estos resultados
sugieren que el defecto del empalme del
ARNm del RPEG65 se recuperé en los
ratones tratados con la sobreexpresion del
gen PRPF31, estableciendo una causa

efecto entre la haploinsuficiencia del
PRPF31 y el defecto del empalme del
ARNm del gen RPE®B5.

Prpf31 A216P/+
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PEGFP +
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Figura 67. WB de ratones WT inyectados
con PBS a nivel subretiniano
electroporados y ratones  Prpf31°#eF"”
inyectados a nivel subretiniano con pEGFP y
pEGFP+PRPF31 y electroporados. Los
animales fueron sacrificados un mes
después de realizadas las inyecciones y se
evalué por WB la expresion de la proteina
RPEB5. La expresion de gamma-tubulina fue
utilizada como control de carga.

Curiosamente, las lesiones drusenoides en
los ojos de los ratones inyectados tanto
con el plasmido solo pEGFP-C3 vy
pEGFP+PRPF31 asi como también en los
0jos no inyectados se incrementaron
considerablemente al compararlos con
ratones mutantes de la misma edad no
electroporados. Aunque desconocemos las
causas que originaron el incremento de la
lesiones drusenoides creemos que ha sido
por efecto de la electroporacion, ya que el
fundus empeoré en todos los ratones
electroporados  independienmente  del
grupo tratado. Incluso en ratones WT
inyectados con PBS observamos algunas
lesiones drusenoides posteriores a la
electroporacion, pero menos evidentes que
en los ratones mutantes. Esta descrito que
la electroporacion puede incrementar la
produccién de ROS causando dafo
celular'® y la formacién de drusas esta
relacionada de forma directa con el
incremento del estrés oxidativo que puede
conducir a la agregacion de proteinas y
lipidos'”®. Debido a estas razones creemos
que los ratones mutantes estan sometidos
a un estrés oxidativo de base que se
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incrementd con la  electroporacion,
aumentando la formacion de depdsitos
drusenoides en la retina. Por tal motivo la
electroporacién no parece una técnica
adecuada para la transferencia de genes
en estos ratones mutantes, pero pudiera
ser una herramienta util para inducir la
formacion de lesiones drusenoides y para
el estudio de los mecanismos moleculares
que llevan a la agregacion de proteinas y
lipidos en modelos experimentales de
DMAE.

4.2.2 PRODUCCION, PURIFICACION Y
CONCENTRACION DE LOS AAV2

En la actualidad unos de los vectores mas
utilizados en terapia génica son los AAV,
por ello, en este estudio en un primer
momento decidimos utilizar este tipo de
vector viral para la liberacion de nuestro
transgen terapéutico realizado con cDNA
humano del gen PRPF31. En vista que la
degeneracion de la retina en nuestro
modelo animal se inicia a nivel del EPR
decidimos utilizar AAV del serotipo 2 ya
que estos virus tienen cierta especificidad
por infectar células del EPR. Ademas, este
tipo de vector, AAV2, ya ha sido utilizado
en humanos para el tratamiento con
terapia génica de la LCA.

El primer paso para la produccién de los
vectores con el transgen terapéutico
consisti6 en realizar la clonaciéon del
PRPF31 fusionado a la secuencia del
3xFLAG dentro del plasmido pAAV-IRES-
hrGFP. Posteriormente se realizé Ila
transfeccién de la linea celular AAV-293
con el plasmido pAAV-IRES-PRPF31-
hrGFP y otros dos mas (pAAV-Helper,
pAAV-RC) para la produccion del virus
AAV2-PRPF31 (Fig. 68 A), siguiendo el
protocolo descrito en materiales y
métodos. Ademas, otro grupo de células se
transfecté con el plasmido pAAV-hrGFP,
para producir el virus AAV2-GFP utilizado
como control.

Una vez que los virus fueron producidos se
purificaron y concentraron a través de

columnas de heparina. En la figura 68 B se
muestra la electroforesis de proteinas
presentes en los extractos de los lisados
celulares de la AAV-293 transfectadas y en
la suspension viral (posterior a la
purificacién. En este ultimo soélo se

observaron las bandas de proteina viral
VP1, VP2, y VP3 correspondientes a las
proteinas de la capside de los AAV2.

Suspension viral

Lisados celulares purificada

VP1

VP2

VP3

Figura 68. Células AAV-293 transfectadas
con el plasmido pAAV-IRES-PRPF31-hrGFP
(A). Electroforesis de las proteinas presentes
en extractos de lisados celulares de AAV-293
y de los mismos extractos una vez
purificados con columnas de heparina para
obtener la suspension viral (B).
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Una vez que los lisados celulares fueron
purificados para obtener la suspension viral
concentrada se procedid a realizar la
titulacion de las particulas virales (pv)
contenidas en dicha suspension. Para ello
infectamos la linea celular AAV-HT1080
con nuestros virus AAV2-GFP y AAV2-
PRPF31 (Fig. 69) y tras 48 h realizamos la
titulacién por citometria de flujo contando el
numero de células con fluorescencia de
GFP y también por titulacién del ADN viral.
Todos los viales virales se ajustaron para
obtener una concentracién final de 1 x 10°
pv/ml para ser utilizada en los
experimentos in vivo.

DAPI/AAV2-PRPF31

proteina PRPF31+Flag a nivel nuclear
como era de esperar (Fig. 70 K), mientras
que la expresién de GFP fue a nivel
citoplasmatico (Fig. 70 J). Igualmente, las
células infectadas con los virus AAV2-GFP
solo presentaron una sefal fluorescente a
nivel citoplasmatico correspondiente a la
sefal de la GFP (Fig. 70 F) y ninguna
sefal de Flag (Fig. 70 G). Las células sin
infectar no presentaron ninguna sefal (Fig.
70 A-D). El incremento de expresién de la
proteina PRPF31 y del Flag se observo
exclusivamente en los extractos proteicos
en las células infectadas con el virus
AAV2-PRPF31 (Fig. 70 M).

250 um

Figura 69. Células AAV-HT1080 infectadas
con una dilucion 1:10 del virus AAV2-
PRPF31 concentrado a 1 x 10° pv/ml. La
barra de escala representa 250 pm.

4.2.3 EL TRANSGEN PRPF31 SE
EXPRESA ADECUADAMENTE A NIVEL
NUCLEAR IN VITRO

Para determinar si el transgen PRPF31 se
expresaba correctamente a nivel del
nuacleo celular, las células AAV-HT1080
fueron infectadas con el virus AAV2-
PRPF31 y con el virus control AAV2-GFP.
Después de 48 h de infeccion las células
fueron fijadas y se realizé la IF utilizando
anticuerpos anti-Flag para detectar Ila
expresion de la proteina PRPF31
fusionada a Flag. También se recolectaron
los extractos celulares para realizar el WB.
Las células infectadas con los virus AAV2-
PRPF31 presentaron la expresiéon de la
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Figura 70. Expresion de la proteina PRPF31
en cultivos de células AAV2-HT1080. Células
no infectadas (A-D). Células infectadas con
virus AAV2-GFP (E-H). Células infectadas
con AAV2-PRPF31 (I-L). En las células
infectadas se observd la sefal fluorescente
de la GFP (F, J; verde) y la expresion de la
proteina PRPF31 se determind con anti-
cuerpos anti-Flag (K; rojo). Los nucleos
fueron tenidos con DAPI (A, E, I; azul). La
barra de escala representa 25 pm. WB de la
proteina PRPF31 y Flag en las células sin
infectar (Control) e infectadas con AAV2-GFP
0 AAV2-PRPF31. La o-tubulina fue utilizada
como control de carga (M).
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4.2.4 LA SOBRE-EXPRESION DEL GEN
PRPF31 UTILIZANDO AAV2 COMO
VECTOR NO PRODUCE CITO-
TOXICIDAD NI APOPTOSIS IN VITRO

En el desarrollo de cualquier nuevo
medicamento es recomendable utilizar
cultivos celulares para determinar la
toxicidad de un compuesto antes de pasar
a los estudios de experimentacion animal.
Por ello, previamente a testar los efectos
de nuestro virus AAV2-PRPF31 en los
ratones mutantes evaluamos la toxicidad
de los constructos virales en cultivo celular.

Las células AAV2-HT1080  fueron
cultivadas en placas de 96 pocillos como
se describe en materiales y métodos.
Posteriormente fueron tratadas con PBS
(control negativo), o con la suspension viral
con la construccion control (AAV2-GFP) o
con la construccion viral con el gen (AAV2-
PRPF31). Pasadas 48 horas se determiné
la viabilidad (Fig. 71 A), la citotoxicidad
(Fig. 71 B) y la apoptosis (Fig. 71 C) celular
en cada grupo, a través de la cuantificacién
de la actividad de dos proteasas a nivel
intra y extra-celular y por medio de la
degradacion de un sustrato especifico de
la caspasa 3/7 con el test ApoTox-Glo™
Triplex Assay (Promega). Como controles
positivos para cuantificar la viabilidad y la
citotoxicidad se utilizé lonomicina y para la
apoptosis Estaurosporina. En la figura 71
puede apreciarse que la sobre-expresion
del gen PRPF31 no produjo efectos
citotdxicos ni la activacién de las caspasas
en la linea celular AAV2-HT1080 después
de 48 h de infeccidn.

4.2.5 EL TRANSGEN PRPF31 HUMANO
ADMINISTRADO CON AAV2 SE
EXPRESA PRINCIPALMENTE EN EL
EPR DE LOS RATONES Prpf31/216P/

Una vez que se comprob¢ la capacidad de
expresion del transgen vy la citotoxicidad in
vitro se procedid6 a realizar los
experimentos de terapia génica in vivo.
Para ello se inyecto a nivel subretinal 1 pL
de PBS (control vehiculo) y de las suspen-
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Figura 71. Efectos de la infeccion de AAV2-
GFP y AAV2-PRPF31 1 x 10° pv/mL en
cultivo de células AAV-HT1080. La viabilidad
celular (A), citotoxicidad (B) y apoptosis (C)
fueron evaluadas. La ionomicina vy
estaurosporina fueron utilizadas como control
positivo. Las barras cde los graficos
representan el promedio de los 4
experimentos independientes mas/menos el
error estandar de la media. Para el andlisis
de los resultados se utilizé ANOVA de un
factor con prueba post hoc de Dunnett. *p <
0,001. URF= unidades relativas de
fluorescencia, URL= unidades relativas de
luminiscencia.
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siones virales AAV2-GFP o AAV2-PRPF31
tanto en ratones WT como mutantes
Prpf31°%%"* de 2 meses de edad.
Posteriormente  los  ratones  fueron
sacrificados por dislocacion cervical a los
2, 4 y 6 meses posteriores a la inyeccion.
Los animales fueron evaluados a través de
funduscopia, test optomotor, ERG,
histologia y WB. En este grupo de
animales no se realizé6 OCT ya que no se
disponia del equipo a la hora de realizar

los experimentos de terapia génica
utilizando los AAV2 como vectores.

En un primer momento se determind si los
AAV2 eran capaces de infectar las células
del EPR y si se expresaba el transgen
PRPF31 adecuadamente (Fig. 72). Al
evaluar la senal de fluorescencia de GFP
en la retina (Fig. 72 A-C) de los ratones
Prpf31°2'""* inyectados observamos que la
expresion de fluorescencia del transgen se
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Figura 72. Expresion del transgen PRPF31 en ratones Prpf31
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2P 4 2 6 meses después de la

inyeccion con los virus AAV2-PRPF31. Los ratones también fueron inyectados con PBS solo
(control del vehiculo) y con los virus AAV2-GFP (control del vector). La evaluacion de la
expresion del transgen se realizé por medio de la observacion de fluorescencia de GFP en la
retina (A-C), en los cortes histolégicos (D-F) y por WB (G-H) utilizando anticuerpos anti-
PRPF31 y anti-Flag. La expresién de GAPDH se utiliz6 como control de carga. CCG= capa de
células ganglionares; CNI= capa nuclear interna; CNE= capa nuclear externa; EPR= epitelio
pigmentario de la retina. Barra escala en D a F corresponde a 50 pm.

97



comenzaba a hacer visible a partir del
cuarto mes (Fig. 72 B). Al sexto mes post-
inyeccion la expresion del transgen fue
mucho mas evidente ocupando entre 1/4 a
1/3 de la superficie de la retina (Fig. 72 C).
Al evaluar los cortes histolégicos obser-
vamos también claramente que la sefal de
expresion del transgen PRPF31 se ubicaba
a nivel del EPR (Fig. 72 E-F) siendo mas
marcada al sexto mes (Fig. 72 F).
Finalmente, los resultados del WB
confirmaron nuestras observaciones de
que en los ratones mutantes infectados
con el virus  AAV2-PRPF31 se
incrementaron los niveles de la proteina
PRPF31 debido a un incremento de
expresion del transgen marcado con Flag
al sexto mes post-infeccion (Fig. 72 H).

4.2.6 LA EXPRESION DEL TRANSGEN
PRPF31 HUMANO ADMINISTRADO CON
AAV2 NO PRODUCE NINGUNA MEJORA
EN LA VISION ESPACIAL DE LOS
RATONES Prpf31/216P*

Una vez comprobada la expresion del
transgen en las células del EPR
procedimos a evaluar si dicha expresién
ejercia algun efecto terapéutico sobre la
vision espacial de los ratones Prpf314215F".
Para ello evaluamos el test optomotor en
un grupo de ratones mutantes inyectados
con PBS (control vehiculo) o con los virus
AAV2-GFP (control vector) o AAV2-
PRPF31, 6 meses posteriores a la
inyeccién subretinal.

El grupo de ratones mutantes presentd una
disminucion de la agudeza visual, la cual
empeord con la disminucion del contraste
independientemente del grupo expe-
rimental (control del vehiculo, control del
vector, transgen terapéutico) (Fig. 73 A-C).
El porcentaje de respuestas positivas en el
test optomotor en los tres grupos
experimentales se distribuyéo en forma
similar a la de los ratones mutantes no
tratados (Fig. 73 A-C; linea de tendencia
azul). Existe una diferencia significativa
entre los valores de respuestas positivas
del test optomotor entre los ratones WT y
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Figura 73. Porcentaje de respuestas
positivas del test optomotor en ratones WT y
Prpf31°%%"* KI 6 meses después de haber
sido inyectados en el espacio sub-retiniano
con PBS, AAV2-GFP o AAV2-PRPF31. La
sensibilidad al contraste se ajusté a 100%
(A), 75% (B) y 50% (C). La linea azul
representa la linea de tendencia de ratones
mutantes no inyectados. Los valores se
expresan en promedios + EEM. Estadistica t-
test. *p<0,05; **p<0,01.

los ratones Prpf31***®"* K| tratados con

AAV2-PRPF31. Esta diferencia significativa

98



esta presente en casi todas las frecuencias
espaciales exploradas y se hace mas
significativa al disminuir el porcentaje del
contraste (Fig. 73 A-C).

Estos resultados nos muestran claramente
que la expresion del transgen PRPF31
utilizando AAV2 como vector no tuvo
ningun efecto terapéutico en la visién
espacial de los ratones Prpf31421¢7/*,

El mismo grupo de animales inyectados del
experimento anterior fue sometido a
exposicion a la luz por 5 dias para inducir
mas dano en la retina. Con ese
experimento esperabamos encontrar algun
efecto protector al sobre-expresar el
PRPF31. Sin embargo, los resultados
fueron los mismos, no se encontré ningun
efecto terapéutico con la sobre-expresién
del transgen. Incluso los valores de los
animales tratados con el virus AAV2-
PRPF31 fueron los peores.

4.2.7 LA EXPRESION DEL TRANSGEN
PRPF31 HUMANO ADMINISTRADO CON
AAV2 NO PRODUCE NINGUNA MEJORA
EN LA AMPLITUD DE LA ONDA C DE
LOS RATONES Prpf31/216P*

Para determinar si la sobre-expresion de la
proteina PRPF31 tenia algun efecto
terapéutico sobre la recuperacion de la
amplitud de la onda c, los ratones
mutantes inyectados y WT fueron
adaptados a la oscuridad y se practicé el
registro del ERG 6 meses después de la
inyeccion. Al igual que los resultados
obtenidos en el test optomotor, los ratones
Prpf31°2*%""™" no presentaron recuperacion
de la amplitud de la onda c, incluso la ratio
onda c/b fue peor en el grupo tratado con
el virus AAV2-PRPF31 (Fig. 74 A-B).

Estos resultados, aunados a los datos
obtenidos en el test optomotor, nos
confirman que a la dosis de 1 x 10° pv/mL y
a los 6 meses de expresion del transgen
PRPF31 liberado en el espacio sub-
retiniano utilizando como vector AAV2 no
se producen ningun efecto terapéutico ni

en la onda c ni en la vision espacial. Estos
mismos resultados se obtuvieron a una
menor dosis de 1 x 10° pv/mL y cambiando
el promotor de CMV por el promotor del
RPE65. Seria recomendable probar con
diferentes dosis de virus y observar a los
animales inyectados a mas largo plazo,
para determinar si en realidad la sobre-
expresion del PRPF31 tiene o no un efecto
terapéutico. Sin  embargo, alcanzar
concentraciones virales superiores a 1 x
10° pv/mL es muy dificil con los sistemas
de concentracion y purificacion utilizados.
Para ello deberiamos utilizar un protocolo
de concentracion por centrifugacion por
gradientes y no columnas de heparina. En
humanos hasta ahora para el tratamiento
de la LCA se han utilizado dosis desde 1,5
x 10°a 1,5 x 10" pv/mL"*"®181,
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Figura 75. Amplitud de la onda c en ratones
WT vy ratones Prpf31****™* inyectados con
PBS, AAV2-GFP y AAV2-PRPF31 (A).
Cuantificacion de la onda ¢ del ERG de los
ratones WT y Prpf31°%5”"*  Los valores
representan el promedio de 4 ratones en
cada grupo + EEM. Estadistica t-test.
*p<0,05; **p<0,01.
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4.2.8 LA EXPRESION DEL TRANSGEN
PRPF31 HUMANO ADMINISTRADO CON
AAV2 DISMINUYE LA AMPLITUD DE LA
ONDA Ay B DE LOS RATONES
Prpf31A2Leer+

La respuesta electrorretinografica de los
ratones un mes después de la inyeccion
produjo ningun resultado positivo asi como
tampoco ningun efecto toxico: hasta ese
momento no observamos cambios en la
amplitud de las ondas en el ERG. Sin
embargo, volvimos a evaluar a los
animales pasados 4 meses de la inyeccion.
Entonces si detectamos cambios en la
amplitud de las ondas a y b. En la figura 76
podemos ver el resultado de la respuesta
electrorretinografica cuatro meses después
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de la inyecciéon. Se observa una dismi-
nucién de la amplitud de las ondas ay b
(Fig. 76 A) que interpretamos como un
efecto téxico sobre los fotorreceptores en
los animales Prpf31°2*"* K| sometidos a
la inyeccion con AAV2-PRPF31, y que fue
estadisticamente significativo en el ERG
adaptado a la luz. Pensamos que dicho
efecto téxico puede deberse al elevado
nivel de expresion de Prpf31l en un tejido
que, por otro lado, ya presenta signos de
degeneracion. También podemos ver la
amplitud media de las ondas b y a en el
ERG adaptado a la oscuridad (Fig. 76 B y
C) y la amplitud media de la onda b en
condiciones fotdpicas (Fig. 76 D).
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4.2.9 LA EXPRESION DEL TRANSGEN
PRPF31 HUMANO ADMINISTRADO CON
AAV2 PRODUCE INFILTRACION DE
MACROFAGOS EN LOS RATONES
Prpf31A216P/+

En vista que los ratones Prpf31426F/*
inyectados con el virus AAV2-PRPF31
presentaron disminucion de la amplitud de
las ondas a y b en el ERG, decidimos
evaluar la imagen de fondo de ojo y la
histologia de la retina para determinar si
existian signos de atrofia en los
fotorreceptores. Al realizar la funduscopia
pudimos apreciar que las lesiones blanco-
amarillentas persistian en los animales
tratados (Fig. 77 A), incluso el numero de
lesiones autofluorescentes (Fig. 77 GC;
flecha b) se incrementd cerca del sitio de la
inyeccion y en las areas en las que se
detectd expresién de GFP (Fig. 77 C;
flecha a). Al realizar el estudio histologico
para detectar la presencia de macréfagos
marcados con los anticuerpos anti-lba1,
observamos que muchas células
expresaban GFP a nivel del EPR siendo
negativas para Ibal (Fig. 77 D-F), pero
otras células positivas para GFP también lo
eran para Ibal (Fig. 77 G-L), lo que
evidencia una presencia de macrofagos en
el sitio de la inyeccion.

Curiosamente en el sitio de la inyeccion,
donde se observd la presencia de
macroéfagos, la capa de fotorreceptores
presentaba un aspecto atréfico con pocas
capas de nucleos en la CNE. Aunque la
presencia de infiltrados de macroéfagos en
estudios de terapia génica con AAV2 en
otros modelos de RP no han sido
descritos, es probable que la pérdida de la
integridad de la barrera hemato-retiniana
en los ratones PRPF31°?**"* que ya tienen
afectado de base el EPR predisponga a la
infiltracién de macréfagos en la retina al
realizar la inyeccion subretiniana con
vectores virales AAV2. Esto, a su vez,
explicaria por qué la terapia génica no
mostré efectividad e incluso por qué
empeoro el registro del ERG con atrofia de
la capa de fotorreceptores. En estudios
posteriores seria recomendable utilizar otra

via de administracion del vector como por
ejemplo la via intravitrea o incluso probar
otro tipo de vectores.

Figura 77: Funduscopia (A-C) e inmuno-
fluorescencia (D-L) de un ratén inyectado con
las construcciones virales mostrando el
incremento de las lesiones autofluorescentes
(B y C; flecha b) en el sitio de la inyeccién y
de expresiéon de GFP (B y C; flecha a).
Algunas células GFP positivas (G y J)
presentaron expresion del marcador de
macroéfagos Ibal (H y K). En los sitios donde
se observaron macrofagos la capa de foto-
rreceptores parecia atréfica (I-L). CNE= Capa
nuclear externa; CNI= Capa nuclear interna.
Barras de escala representan 25 micras.

4.2.10 LA EXPRESION DEL TRANSGEN
PRPF31 UTILIZANDO NANO-
PARTICULAS ES EFECTIVA PARA
RECUPERAR LA VISION ESPACIAL EN
LOS RATONES MUTANTES

Las nanoparticulas han demostrado ser

eficaces para la liberacion de genes en la
109

retina . Por esta razdn tras realizar los
primeros  experimentos con  AAV2
utiizamos  nanoparticulas  inorganicas

basadas en Span 80 como vector. Estas
nanoparticulas han sido sintetizadas en el
departamento de Farmacia y Tecnologia
farmacéutica de la Universidad de
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Santiago de Compostela (Facultad de
Farmacia) y los resultados de Ila
experimentacién animal utilizando estos
vehiculos han sido parte del trabajo de
tesis de una doctorando de la Universidad
de Santiago. Sin embargo, en vista de los
efectos obtenidos hemos querido mostrar
algunos de los principales resultados como
anexos.

Se hicieron tres grupos, 5 ratones WT que
se inyectaron con sdlo glucosa 5%, 5
ratones PRPF31*2'%""* K| con el vector con
EGFP (SA-PA-GFP) y 5 animales
PRPF31%?'"* K| que se inyectaron con el
vector con EGFP y con el gen (SA-PA-
PRPF31). Dichos animales fueron
analizados un mes después de la inyeccién
y los resultados obtenidos se pueden ver
en las figuras anexas: en la figura anexa 3
se muestra células derivadas de EPR de
humano (RPE-1) transfectadas con las
nanoparticulas y expresando el transgen
PRPF31 a nivel del nucleo. En la figura
anexa 4 se muestra cémo los animales
inyectados con estas nanoparticulas
presentaron recuperacién de la agudeza
visual en el test optomotor un mes después
de la inyeccion. Ademas, en los ratones
inyectados con las nanoparticulas no se
observo la atrofia de la retina al cuantificar
el grosor retiniano por OCT (figura anexa
5). Por supuesto son requeridos mas
estudios y a mayor largo plazo para
comprobar la seguridad y eficacia de estas
nanoparticulas, pero el hecho que hayan
demostrado cierto efecto protector nos
obliga a seguir explorando los efectos de la
sobreexpresion de PRPF31 en estos
modelos animales de RP con
degeneracion primaria del EPR.

Una vez realizada la terapia génica vy
encontrar las alteraciones previamente
descritas en el ERG vy al observar
cualitativamente que en el fondo de ojo la
autofluorescencia de las lesiones también
estaba aumentada, nos planteamos que al
existir una alteracion a nivel del EPR vy, por
tanto, una ruptura de la barrera hemato-

retiniana, debe existir algun tipo de
proceso inflamatorio a ese nivel que hace
que el efecto de la terapia con AAV2-
PRPF31 sea toxico para las células de la
retina.

Se ha publicado en varios articulos'®'™®
que algunas de estas lesiones auto-
fluorescentes corresponden a infiltrados de
macrdéfagos, por lo que realizamos inmuno-
histologia con un marcador de macrofagos
(Iba1) de retina de ratones Prpf31A216P*
inyectados con el virus AAV2-PRPF31 y
observamos que algunas células del EPR
s6lo expresan sefial de GFP, pero también
observamos células grandes entre EPR y
los fotorreceptores positivas para Ibal, es
decir, similares a macréfagos. Ademas,
donde vimos mas atrofia de fotorreceptores
es donde mas infiltrado de estas células
existia.

Hasta ahora no se habian descrito efectos
colaterales en la retina con el uso de este
tipo de vector viral, sin embargo, en uno de
los ultimos articulos publicados que
evaluan a pacientes tratados para la LCA
con terapia génica con AAV han visto que
la muerte de fotorreceptores continua a
pesar de la terapia™*'®.

Pensamos que si sélo hubiera existido
afectacion a nivel de los fotorreceptores en
nuestro modelo animal tal vez hubiéramos
obtenido un resultado positivo con la
terapia génica, pero habiendo alteracién en
la estructura del EPR, con pérdida de
uniones intercelulares, cualquier inyeccion
podria conllevar a la migracién de
macrofagos desde la circulacion general a
este tejido. Cuando hemos realizado los
experimentos cambiando el vector por
nanoparticulas inorganicas al mes hemos
obtenido una mejoria de la funcién visual.
En cualquier caso necesitariamos hacer un
seguimiento de los animales a mas largo
plazo para asegurarnos de que este efecto
terapéutico se mantiene en el tiempo.
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5. CONCLUSIONES

1. El modelo de ratén Prpf31”?*%"* K| presenta un fenotipo de degenracién retiniana

en el que se altera la funcién visual incluso previo a que existan evidencias
electrorretinograficas e histolégica de degeneracion de los fotorreceptores.

2. La reduccion en la amplitud de la onda c asi como la elevada expresién de la
proteina Prpf31 en el EPR de estos animales y el defecto de la maduracion de
RPEB65, nos hace pensar que la disfuncion celular se inicia en el EPR.

3. Bajo situaciones que aumentan el estrés oxidativo, se incrementa la formacién de
pseudodrusas en la retina de los ratones KI. Estas lesiones presentan la misma
disposicién histologica y la misma composicién bioquimica que las drusas que
aparecen en la DMAE en el humano. Por ello, el modelo murino Prpf31#%*¢%* K|
presenta degeneracion de retina con caracteristicas anatomo-patologicas y
funcionales que lo hacen util como modelo de DMAE seca

4. La liberacion del gen PRPF31 in vitro muestra una expresién adecuada y no tiene
efectos toxicos. Sin embargo, la terapia génica con el constructo AAV-PRPF31
logra una elevada expresion in vivo, pero que lleva a la aparicién de efecto toxico.
A corto plazo, utilizar nanoparticulas inorganicas como vector del gen PRPF31
mejora la visién espacial en el ratén Prpf31#2*5F* K.
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7. ANEXOS



ANEXO I: GENOTIPADO DE
LOS RATONES

A) Genotipado para detectar la mutacion
Prpf314%*%F"Kl y Prpf317KO:

Las secuencias de los cebadores que se

utilizaron para Kl son:

o Directo: AGT GTC ACT GCC TCT ACT
ACC CAG

o0 Reverso: AGC CGC TCT AGC TCC
TCATC

Para genotipar a los modelos KO son:

o Directo: CTC CTG AGT ACC GAG
TCATTG TGG ATG C

o0 Reverso: GTA GAA GAG AAG CCA
GACAGG GTCTTGC

Preparacion de la mezcla para la PCR:

o 1 plde ADN genémico

0 2 pl del tampdn (10x) para la reaccion
de PCR

0.4 pl de cebador directo

0.4 pl de cebador reverso

0.1 pl de mytaq polimerasa

Hasta 10 pl de agua de grado biologia
molecular.

O 00O

Se agita la mezcla unos segundos. Se
colocan los tubos en el termociclador.

Programa para la PCR:
95°C - 15 min.
95°C - 45 sec.
62°C > 1 min.
72°C - 3 min.
72°C - 10 min.
4°C >

40 ciclos

O OO0 OO0 O

Y el producto de PCR esperado:

o0 Banda de 250 pb en los Kl y de 400 pb
en los WT

0 Banda de 2500 pb en los KO y de 3500
pb enlos WT

B) Genotipado descartar la

mutacion Crb1'98:

para

Las secuencias de los cebadores que se

utilizaron para descartar la mutacién son:

o Directo 1: GTG AAG ACA GCT ACA
GTT CTG ATC

0 Reverso: GCC CCA TTT GCA CAC
TGATGAC

Las secuencias de los cebadores que se

utilizaron para detectar la mutacion son:

o Directo 2: GCC CCT GTT TGC ATG
GAG GAA ACT TGG AAG ACA GTC
ACAGTT CTT CTG

0 Reverso: GCC CCA TTT GCA CAC
TGATGAC

Preparacion de la mezcla para la PCR:

o 1.5ul de ADN gendémico

0 2 pl del tampdn (10x) para la reaccion
de PCR

0 0.6pl de cebador directo 1 o bien 0.3 pl
de cebador directo 2.

0 0.6yl de cebador reverso

o0 0.1 pl de mytaq polimerasa

0 Hasta 10 pl de agua de grado biologia
molecular.

Se agita la mezcla unos segundos. Se
colocan los tubos en el termociclador.

Programa para la PCR:
94°C -5 min.
94°C - 30 sec.
65°C - 30 sec.
72°C - 30 sec.
72°C 27 min.
4°C >0

35 ciclos

O 00O O0OO0OOo

Y el producto de PCR esperado:
o0 Banda de 244 pb en los rd8
o0 Banda de 220 pb en los WT
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ANEXO II: HISTOLOGIA

En primer lugar fijamos los ojos disecados
en paraformaldehido al 4% en tampén
fosfato (PBS), 24 horas a 4°C.

Posteriormente se procedid6 con la
crioproteccion del tejido mediante la
inclusion en PBS + Sacarosa al 20%
donde estuvieron 24horas a 4°C, después
se incluyeron en PBS + Sacarosa al 30%
donde estuvieron 24 horas a 4°C y por
ultimo otras 24 horas a 4°C en PBS +
Sacarosa 30% y OCT (gel crioportector) en
proporcion 1:1. Una vez el tejido esta
crioprotegido se incluyé en OCT, en un
molde y se congelé con hielo seco,
formandose un bloque sdlido que nos
permitid realizar cortes 18 ym de espesor
en criostato. De cada ojo se fueron
haciendo 5 series recogidas en
portaobjetos  superfrost de maxima
adherencia.

A continuacioén las muestras fueron tenidas
con diferentes técnicas.

A) Protocolo de tincién con
hematoxilina y eosina:

Para la realizacion de esta técnica, los
cortes se dejaron secar a temperatura
ambiente para que quedasen bien
adheridos al portaobjeto. Una vez secos se
hidrataron en agua 30 minutos, y se
introdujeron un minuto en colorante eosina
(MERCK) y otro minuto en colorante
hematoxilina (MERCK), y posteriormente,
se deshidrataron y diferenciaron su
coloracién en una bateria de alcoholes
ascendente hasta etanol 100%. Finalmente
se sumergieron los portaobjetos en Xilol y
se montaron con resina (EUKITT, O.
KindlerHmbG y CO, Freiburg).

B) Protocolo para la tincién con la
técnica de filipina

0 Auzulfilipino: Sigma (F-9765)

o Stock: 25 mg/ml en DMSO

0 Solucion de trabajo: 0,05 mg/ml en
PBS/10% FBS

En primer lugar se lavan las células 3
veces con PBS. A continuacion se fijan con
paraformaldehido al 3% durante una hora a
temperatura ambiente. Volvemos a lavar
las células 3 veces con PBS.
Posteriormente las incubamos con 1 ml de
glicina 1,5mg/ml PBS durante 10 minutos a
temperatura ambiente, para enfriar el
paraformaldehido. A continuacion se tifien
las células con 1 ml de la solucion de
trabajo durante 2 horas a temperatura
ambiente. De nuevo se lavan las células 3
veces con PBS.

Podemos visualizar las células en PBS con
un microscopio de fluorescencia utilizando
un filtro UV (excitacion 340- 380 nm vy filtro
de paso largo de 430 nm).

Debemos tener en cuenta que esta tincion
se blanquea muy rapidamente y debe
protegerse de la exposicion a la luz.

C) Protocolo de imnofluorescencia:

Se permeabilizan las células con PBS +
triton 0.2% (PBS-T 0.2%) + el suero del
animal donde esté hecho el anticuerpo
secundario.

Tras 30 minutos lavamos con PBS 3 veces
y se incuban con los anticuerpos primarios
que van diluidos en el mismo PBS-T 0.2%.
Dejamos toda la noche.
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Lavamos de nuevo 3 veces con PBS y se
incuba el anticuerpo secundario en PBS-T
una hora a temperatura ambiente. Todos
los secundarios empleados son Alexa
Fluor(Molecular Probes).

De nuevo lavamos con PBS 3 veces. A
continuacion deshidratamos las células con
etanol 70% y dejamos secar 3 minutos.

Montaje con medio protector de la
fluorescencia con DAPI (Vectashiel with
Dapi, H-1200, VECTOR).

Cada uno de los anticuerpos que se utilizé
se hizo en una concetracién diferente y con
un anticuerpo secundario distinto, segun
fuesen monoclonales o policlonales.

Anti-laminina: (SIGMA) (1:250)
Anticuerpo  policlonal usado como
marcador especifico de membranas.
Secundario: Donkey-antirabbit 633 (1:500)

Anti-RPEG65: (Abcam) (1:100)

Anticuerpo monoclonal contra la proteina
RPE®65 especifica del EPR.

Secundario: Donkey-antimouse 488
(1:500)

Anti-Kir7.1: (Alomone) (1:100)

Anticuerpo policlonal especifico del canal
de cloro kir 7.1 situado en la membrana de
las células del RPE.

Secundario: Donkey-antirabbit 488 (1:500)

Anti-Opsina LM: (Millipore) (1:250)
Anticuerpo policlonal especifico para la
Opsina LM empleada para marcar los
conos de la retina.

Secundario: Donkey-antirabbit 488 (1:500)

Anti-rodopsina (Abcam) (1:250)
Anticuerpo monoclonal especifico para
detectar la Rodopsina como proteina
especifica de los bastones en la retina.
Secundario: Donkey-antimouse 633
(1:500)
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ANEXO Ill: WESTERN BLOT

Extraccion de proteinas:

En primer lugar se extraen las proteinas en
frio, utilizando tampén RIPA (NaCl 150
mM, triton x 100 1%, Deoxicolato de sodio
0.5%, SDS 0.1%, 50 mM Tris, pH8)
suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas (10 pl de inhibidor/
1 ml RIPA). Para un pellet de 10° células
se ahaden 100 pl de tampdn, se
homogenniza por agitaciéon en vortex
durante1 min. Se deja en hielo durante 5
minutos y se separa el extracto de
proteinas de los restos celulares por
centrifugacion en microcentrifuga a 12.000
rpom a 4°C durante 20 minutos. Se pasa el
sobrenadante a un tubo limpio, que
mantendremos en frio y descartamos el
pellet. Las muestras se conservan
congeladas a -80°.

Cuantificacion:

El contenido de proteina se mide por el
ensayo de Bradford: Se preparan dos
réplicas de cada muestra a distintas
diluciones y se mezclan con el reactivo de
Bradford, lo que genera una coloracion en
las soluciones proporcional a la cantidad
de proteina. Se mide la absorbancia en un
espectrofotémetro y se comparan los datos
con una recta patréon que se obtiene de las
medidas de distintas diluciones de una
solucion de albumina (BSA).

En concreto, para preparar las diluciones
se distribuyen en columnas de una
microplaca de 96 pocillos:

o Recta patrén: diluciones BSA/H,Od
(0/80, 5/75, 15/65, 20/60)

0 Dilucion A: 2pl de muestra + 18 pl de
H,Od

o Dilucién B: 2 pl de A: 78 pl de H,Od
(por duplicado)

0 Dilucién C: 5pl de A + 75 pl de H,Od
(por duplicado)

Se afaden 120 pl de rectivo de Bradford a
todos los pocillos de la recta patrén y a
las diluciones B y C, que son los que se
mediran en el espectrofotometro.

Preparacion de las muestras para la
electroforesis:

Se incuban a 96° C durante 5 minutos
30pg de proteina de cada muestra a
ananlizar con tampon de carga SDS-laemli,
que contiene SDS, beta-mercaptoetanol y
azul de bromofenol en tampén Tris. Este
proceso desnaturaliza todos los
polipéptidos que componen la muestra
antes de comenzar su separacion en el
gel. Las muestras se calientan 95°C y se
centrifugan.

Electroforesis de proteinas:

La separacién de proteinas se realiza en
geles de acrilamida en gradiente de 4 —
20% (Biorad), cargando 30ug de muestra
por carril. Se somete al gel a 150 V de
corriente continua hasta que la linea que
corresponde al azul de bromofenol de las
muestras llega al final del mismo.

Transferencia, blot y revelado:

El patrén de bandas generado por la
electroforesis se transfiere a una
membrana de PVDF en un sistema de
transferencia semi-seca preparando un
“sandwich” de papel/gel/membrana/papel
humedecido con el tampon de
transferencia (25 mM Tris-HCI, pH 7.6 y
192 mM glycina) que colocamos entre los
electrodos positivo y negativo, con la
membrana hacia el lado positivo. Se
somete a una corriente de 25V durante 10
min.
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A continuacion se bloquean los sitios libres
de la membrana incubando con el tampén
Superblock (Thermo) a 4°C durante 1 hora.

En siguiente lugar, y tras lavar la solucion
de bloqueo, se incuba la membrana con el
anticuerpo primario a 1 mg/ml durante 15
horas a 4°C.

Se lava con PBS-0.1% de Tween-20 y se
incuba con el anticuerpo secundario
conjugado con HRP durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Volvemos a lavar y ya podemos proceder
al revelado por quimioluminiscencia
utilizando el kit ECL plus (Amercham). El
resultado se registra sobre una pelicula
fotografica.

Los anticuerpos primarios y secundarios
que utilizamos fueron:

0 Anti-PRPF31. Dilucion 1:1000
Anti-Flag. Dilucién 1:1000
Anti-GFP. Dilucién 1:4000

HRP anti-mouse. Dilucién 1:20.000
HRP anti-rabbit. Dilucion 1:20.000

O 00O
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ANEXO IV: CONSTRUCCION
DE LOS VECTORES VIRALES

En este proyecto se utilizé el vector
pAAVIRES-hrGFP (AAV2-hrGFP) (Agilent
Technologies, Catalogo # 240075) para la
clonacion del gen de interés PRPF31
(AAV2-PRPF31).

El vector pAAV-IRES-hrGFP contiene el
promotor de citomegalovirus (CMV) y otros
elementos para la expresion de genes a un
alto nivel en células de mamifero. El vector
también contiene ITR para la replicacion y
ensamble viral ademdas de contener una
casete de expresion dicistrénico para la
expresion de la proteina verde fluorescente
recombinante humanizada (hrGFP). La
secuencia que codifica la proteina PRPF31
humana se obtuvo a partir de un plasmido
preparado  previamente en  nuestro
laboratorio (pEGFP-C1-PRPF31), y se
cloné en el sitio de clonacién multiple del
AAV2-hrGFP, utilizando los sitios de
restriccion BamHI y Xhol. Ademas, la
secuencia del PRPF31 por su C-terminal
se fusiond a la secuencia de FLAGx3, por
lo que la sobreexpresion inducida por la
infeccién del virus pudo ser detectada con
un anticuerpo anti-FLAG, manteniendo
también la senal de hrGFP.

Para la produccién del AAV se necesitd
una transfeccion triple con la construccion
AAV2-PRPF31 junto con dos plasmidos
auxiliares (RC y Helper) que reunen todos
los genes virales necesarios para el
empaquetamiento de las particulas del
virus. La linea celular necesaria para el
embalaje viral es la AAV-293 Estas células
se derivan de la HEK293 (células
embrionarias de riidn humano) que han
sido transformadas con DNA de
adenovirus tipo 5 que expresan en forma
estable el gen E1 en trans y permiten la
produccion de particulas virales cuando las
células son co-tranfectadas con los tres
plasmidos del AAV Helper-Free System.
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ANEXOV: CULTIVO
CELULAR, PRODUCCION Y
PURIFICACION DE LOS
VECTORES VIRALES

A) CULTIVO

Se cultivaron a partir de un stock de
células congeladas.

Medio de cultivo:

DMEN F2 (SIGMA®)

0 Suero bovino fetal (FBS) 10%
o L-glutanina 1%

o0 Penicilina/estreptomicina 1%

@]

1. Se descongela cada criovial en un bano
a 37°C.

2. Se transfiere la suspension celular del
criovial a un tubo tipo “Falcon” de 15 mi
con 10 ml de medio.

3. Se centrifuga a 200g, 3 minutos a
temperatura ambiente (RT).

4. Se aspira el medio y se re-suspende el
pellet en 5 ml de medio pipeteando
sutilmente.

5. Se transfieren los 5 ml de la suspensién
celular a un frasco de 75 cm?2 conteniendo
10 ml de medio y se coloca en el incubador
a 37°C a 5% de CO2.

Se controla diariamente la densidad de
crecimiento celular. Se debe realizar el
pase de células cuando se encuentran,
aproximadamente, al 50% de confluencia.

B) PASE DE AAV-293

1. Precalentar el medio, PBS y Tripsina-
EDTA (0.05% tripsina'y 0.53 mm EDTA,
Gibco® 15400 diluida 1:10 en PBS).

2. Se aspira el medio del frasco de 75 y se
lava una vez con 10 ml de PBS
suavemente.

3. Se colocan 5 ml de la solucion tripsina-
EDTA durante 3 minutos y seguidamente
se incativa la tripsina con 5 ml de medio.

4. Se transfieren 2 ml de la suspension
celular a 5 frascos de 175 cm?2 conteniendo
28 ml de medio y se coloca en el
incubador.

C) PREPARACION DE AAV-293 PARA
LA TRANSFECCION
(Agilent Technologies, Catalogo # 240073).

1. Asegurarse de que la confluencia este
alrededor de 50%.

2. Pre-calentar el medio 10% FBS-DMEM,
PBS, tripsina-EDTA.

3. Aspirar el medio del frasco de 175 cm2 y
lave una vez con 10 ml de PBS dejando
que se deslice suavemente por las paredes
del frasco para evitar que despeguen las
células.

4. Colocar 10 ml de la solucion de tripsina-
EDTA por 1 a 3 min.

5. Inactivar la tripsina con 10 ml de medio
Y transferir los 20 ml de la suspensién
celular a un Falcon de 50 ml. Agregar el
contenido de 20 ml de otra fiola.

6. Centrifugar a 200 x g por 10 min a RT,

aspirar el medio y resuspender el pellet en
25 ml de medio fresco.
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7. Repetir los pasos 1 al 6 con otras dos
fiolas de 175 cm?2 y reunir la suspension
final en un solo Falcon de 50 ml.

8. Contar el numero de células y anotar
para futuras referencias. Sembrar 5 ml de
suspension celular en una placa de 15 cm
conteniendo 15 ml de medio fresco. (En
total 10 placas de 15 ml, 5 placas por 2
fiolas de 175 cm2). Incubar a 37°C por 48
h hasta que estén confluentes al 70-80%.

D) TRANSFECCION

1. Tres horas antes de la trasfeccion
aspirar el medio y coloque 15 ml de
Iscove’s modified Dulbecco’s médium
(IMDM) con 5% de FBS y antibidticos.

2. Diluir cada plasmido pAAV-RC, pAAV-
Helper, pAAV-EGFP y pAAV-Prpf3l en TE
buffer pH 7.5 para una concentracion final
de 1 pg/pl.

3. Para 5 placas de 15cm preparar la
siguiente solucion en un tubo Falcon de 15
ml (uno para AAV-EGFP y otro para AAV-
Prpf31):

o 12 mL de dH20
1650 pL2.5 M CaCl2
75 pLpAAV-RC
75 pyLpAAV-Helper
75 ULpAAV-EGFP o
PRPF31

O 00O

PAAV-

4. Esterilizar por filtracion y transferir cada
solucion a un tubo Falcon de 50 ml por
separado.

5. Colocar en el vortex y agregar
rapidamente 13 ml de 2 x HEPES buffer
(pH 7.05) (modificacion 2 x HBS buffer pH
7,10) y continuar agitando en el vortex por
15 segundos. Dejar reposar 1 minuto y 45
segundos (un precipitado blando se
formara).

7. Agregar 5 ml a cada placa de 15 cm
esparcidos y agitando suavemente.

8. Incubar 16 h y luego aspirar el medio y
coloque 15 ml de 10% FBS DMEM fresco.
Dejar en incubacion hasta un total de 72 h
post-transfeccion.

E) RECOLECCION DEL VIRUS

1. Aspirar el medio y lavar una vez con 10
ml de PBS.

2. Agregar 10 ml de PBS y separar las
células con un rastrillo. Colocar la
suspension celular en un Falcon de 50 ml.

3. Centrifugar a 800 x g durante 10
minutos.

4. Descartar el sobrenadante vy
resuspender el pellet en 50 ml de 150 mM
NaCl, 20 mM Tris pH 8,0.

5. Separar la solucién en 2 tubos Falcon de
50 ml (25 ml en cada uno) y agregar 1.25
ml de 10% oxicolato de sodio (Sigma,
D5670®) en dH20 (fc de 0.5%) en cada
Falcon. Luego agregue benzonasa-
nucleasa 50U/ml (Sigma, E1014 a 361 U/

).

6. Incubar a 37°C una hora.

7. Centrifugar a 3000 g durante 15 minutos
y filtre el sobrenadante por sistema de
filtracion de 0.2 pm de poro y colocar todo
el filtrado en un Falcon de 50 ml.

Los tubos se pueden guardar a -20°C o
directamente pasar al paso de purificacion.

F) PURIFICACION Y CONCENTRACION

La concentracion y purificacion de los

vectores se realizd por columnas de
heparina (Sigma Aldrich, Catélogo #
54836).

1. Instale las columnas de heparina HiTrap
unidas a una bomba peristaltica ajustada
para un flujo de 1 ml por minuto.
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2. Equilibre las columnas con 10 miI150
mMNaCl, 20 mM Tris, pH 8.0 evitando la
acumulacién de burbujas.

3. Aspirar los 50 ml de la solucién viral.

4. Lavar las columnas con 20 ml de 100
mM NacCl, 20 mM Tris, pH 8.0.

5. Con una jeringa de 5 ml continde
lavando la columna con 1 ml 200 mM
NaCl, 20 mM Tris, pH 8.0, seguido por 1 ml
de 300 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8.0.

6. Eluir el virus conectando una jeringa de

5 mL y con presion moderada agregar un

gradiente creciente de NaCl:

o 1.5 ml 400 mM NaCl, 20 mM Tris, pH
8.0

o 3.0 ml 450 mM NaCl, 20 mM Tris,
pH 8,0

o 1.5 ml 500 mM NaCl, 20 mM Tris, pH
8.0

7. Recolecte los 6 ml en un Falcon de 15
ml.

8. Concentre el virus utilizando un filtro
Amicon ultra-4 de centrifuga de poro para
100.000 Da de peso molecular.

9. Coloque 4 ml de la suspensién viral y
centrifugue a 2000 x g por 2 min.

10. Agregue los 2 ml del volumen restante
de la suspension viral y centrifugue de
nuevo.

11. Aproximadamente 50 pl deben quedar
en el reservorio.

12. Agregue 450 pl de PBS y aspire el
contenido del reservorio.

13. Hacer alicuotas de 15 pl (16) y 50 pl (5)
guardar a -80°C.
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ANEXO VI: CUANTIFICACION
DE LAS PARTICULAS
VIRALES

Para realizar la titulacion de las particulas
virales se transfectd la linea celular AAV-
HT1080 (Agilent Technologies, Catalogo #
240109) y la titulacién se calculé midiendo
la fluorescencia de hrGFP por citometria
de flujo con el kit “QuickTiter™ AAV
Quantitation Kit”(catalogo # VPK-145):

1. Mezclar 13.5 pl de muestra de AAV
purificados con 1.5 pl de soluciéon C 10x de
QuickTiter™ en un tubo e incube una hora
a 75°C. Agite unos segundos para
acumular la condensacion. Incube 20
minutos a temperatura ambiente.

2. Prepare una muestra control no
calentada mezclando 13.5 pl de la misma
muestra de AAV purificados y 1.5 pl de
solucién C 10x de QuickTiter™ en un tubo.

3. Transfiera 10 pl de las muestras,
incluyendo el control, en una placa de
microtitulacion adecuada para leerse en un
fluorometro. Ahfada 90 pl de 1x tinte
CyQuant® GR recién preparado a cada
pocillo que contenga los 10 pl de
sobrenadante. Lea la placa con un lector
de fluorescencia usando un filtro de
480/520 nm.

Calcule el titulo de AAV en funcion de la
curva estandar:

1. Determine la cantidad de ADN AAV-2:

a) Calcule la URF (unidad relativa de
fluorescencia) neta:

URF Neta = URF (muestra viral) — RFU
(control negativo correspondiente a la
muestra viral)

b) Use la curva estandar para determinar la
cantidad de ADN viral de cada muestra.

2. Titulado viral:

El tamano aproximado del genoma de un
AAV-2 es 5000 bases, por ello:

1ng AND AAV-2 = (1x10-9) g / (5000 bases
x 330 g/bases) x 6 x 10° = 3.6 x 10° GC

La formula para muestras purificadas es:
Titulado (GC/ml) = [Factor de dilucién x
ADN AAV-2 (ng) x (3.6 x 10° GC/ng) x (15
pL/13.5 pL))/0.010 ml
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ANEXO VII: EVALUACION DE
LA TOXICIDAD DE EGFP Y
Prpf31 EN CULTIVOS
CELULARES 661W Y HT1080

A) PREPARACION DE LAS CELULAS
PERMISIVAS

1. Sembrar las células AAV-HT1080 a una
densidad de 1,5 x 10° células/cm® en 0,2 ml
de medio DMEN con 10% FBS en placas
de 96 pocillos. Asegurar que las células se
extienden equitativamente para un titulado
preciso.

2. Incubar a 37°C toda la noche. Las
células deben encontrarse a un 50% de
confluencia antes de proceder a la
transfeccion.

B) DILUCION Y APLICACION DEL
STOCK VIRAL CON EGFP-PRPF31Y
CON EGFP SOLO

1. Diluir cada stock viral de 50ul en 2ml de
DMEN sin FBS

2. Tratar las células con 20 pL de PBS
(control negativo) o con el mismo volumen
de una suspension viral conteniendo la
construccién control de AAV2-GFP 1 x 109
pv/mL o AAV2-PRPF31 1 x 109 pv/mL.
Dejar un stock sin virus para el control
positivo.

3. Incubar a 37°C durante 1 o 2 horas.
Agite con movimientos circulares las
placas cada 30 minutos durante Ila
incubacioén.

4. Anadir 1 ml de H-DMEN al 18%
previamente calentado en cada pocillo.
Incubar a 37°C durante 40 a 48 horas.

C) DETECCION DE LAS CELULAS
INFECTADAS

A continuacién se realiza el test de
viabilidad/citotoxicidad con el kit Apo Tox-
Glo™ Triplex Assay (Promega, G6321,
Madison, WI):

1. Anada 20ul del reactivo de
viavilidad/citotoxicidad (control positivo:
lonomicina 100 pM) conteniendo los
sustratos GF-AFC y bis-AAF-R110 a cada
pocillo y mezcle brevemente mediante un
movimiento de agitacion circular (300-500
rpm, 30 segundos).

2. Incube 30-60 minutos a 37°C.

3. Mida la fluorescencia a las siguientes
longitudes de onda:

o Viabilidad:

Excitacion: 400nm. Emision: 505nm.

o Citotoxicidad:

Excitacion: 485 nm. Emision: 520 nm.

4. Ahada 100pl del reactivo Caspasa-Glo®
3/7 a cada pocillo (control positivo:
Estaurosporina 10 upM), y mezcle
brevemente mediante un movimiento de
agitacion circular (300-500 rpm, 30
segundos).

5. Incube 30 minutos a temperatura
ambiente.

6. Mida la luminiscencia (activacién de la
caspasa, marcador de apoptosis).
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FIGURAS ANEXAS

1: ERG Normal de raton WT.
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2: Secuenciacion del ARNm de Rpe65 de un WT y de un Ki2

A: Secuencia del ARNm de Rpe65 en el raton WT (1602 pb)

ATGTCTATCCAATTGAACACCCTGCTGGTGGCTACAAGAAACTATTTGAAACTGTGGAGGAACTGTCCTCACCACTA
ACAGCTCATGTCACAGGCAGGATTCCCCTCTGGCTCACTGGCAGTCTCCTCCGATGTGGGCCAGGGCTCTTTGAA
GTTGGATCIGAGCCTTTCTATCACCTGTTTGATGGACAAGCCCTTTTGCACAAGTTTGACTTCAAGGAGGGCCATGT
CACATACCACAGAAGATTCATCCGCACTGATGCTTATGTTCGAGCAATGACTGAGAAGAGGATTGTCATAACAGAAT
TTGGCACCTGTGCTTTCCCAGACCCCTGCAAGAATATATTTTCCAGGTTTTTTTCTTACTTTAAAGGAGTAGAGGTTA
CTGACAATGCCCTTGTAAATATCTACCCAGTGGGAGAAGATTACTATGCATGCACAGAGACCAACTTTATCACAAAG
ATTAACCCAGAGACCTTGGAGACAATTAAGCAGGTTGATCTTTGCAACTGATATTTCTGTCAATGGTGCCACTGCTC
ATCCACATATTGAAAGTGATGGAACAGTTTACAACATTGGGAATTGCTTTGGAAAAAATTTACAGTTGCCTACAACAT
TATTAACATCCCTCCACTGAAAGCAGACAAGGAAGATCCAATAAACAAGTCAGAACTTGTTGTTGTGCAGTTCCCCT
GCAGTGATCGTTTCAAGCCATCTTATGTACACAGTTTTGGTCTGACTCCCAACTATATCGTTTTTGTGGAGACTCCA
GTCAAAATTAACCTTTTCAAGTTTCTTTCTTCGTGGAGTCTTTGGGGAGCCAACTACATGGACTGTTTCGAGTCCAAT
GAAAGCATGGGGGTTTGGCTTCATGTTGCTGATAAAAAAAGAAGAAAATACTTCAATAACAAATACAGGACTTCCCC
TTTCAATCTCTTCCATCATATCAATACTTATGAAGACAATGGATTTCTGATTGTGGATCTCTGTTGCTGGAAAGGGTT
TGAATTTGTTTATAATTACTTATATTTAGCCAATTTACGTGAGAATTGGGAAGAAGTTAAAGAAATGTCTATGAAGGC
TCCTCAGCCTGAAGTCAGGAGATATGTACTTCCTTTGACAATTGACAATGTCGACACAGGCAGAAATTTAGTCACAC
TGCCCCATACAACTGCCACAGCCGCCACTCTGCGCAGTGATGAGACCATATGGCTGGAACCTGAGGTTCTCTTTTC
AGGGCCTCGTCAAGCCTTTGAATTTCCTCAAATCAATTACCAGAAATTTGGAGGGAAACCTTATACTTATGCATACG
GACTTGGGTTGAATCACTTTGTTCCTGACAAGCTCTGTAAGATGAACGTCAAAACTAAAGAAATCTGGATGTGGCAA
GAGCCAGATTCTTACCCATCTGAACCATCTTTGTTTCTCAACCAGATGCTCTGGAAGAAGATGATGGTGTGGTTCTG
AGTGTGGTGGTGAGCCCTGGGGCAGGGCAAAAGCCTGCATATCTCCTGGTTCTGAATGCCAAAGACTTGAGTGAA
ATTGCCAGGGCTGAAGTGGAGACTAATATCCCTGTGACCTTCCATGGACTGTTCAAAAGATCCTGA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
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B: Secuencia del ARNm de Rpe65 en el ratén Prpf31°2:%""* (781 pb)

ATGTCTATCCAATTGAACACCCTGCTGGTGGCTACAAGAAACTATTTGAAACTGTGGAGGAACTGTCCTCACCACTA
ACAGCTCATGTCACAGGCAGGATTCCCCTCTGGCTCACTGGCAGTCTCCTCCGATGTGGGCCAGGGCTCTTTGAA
GTTGGATCICTGTTGCTGGAAAGGGTTTGAATTTGTTTATAATTACTTATATTTAGCCAATTTACGTGAGAATTGGGA
AGAAGTTAAAGAAATGTCTATGAAGGCTCCTCAGCCTGAAGTCAGGAGATATGTACTTCCTTTGACAATTGACAATG
TCGACACAGGCAGAAATTTAGTCACACTGCCCCATACAACTGCCACAGCCGCCACTCTGCGCAGTGATGAGACCAT
ATGGCTGGAACCTGAGGTTCTCTTTTCAGGGCCTCGTCAAGCCTTTGAATTTCCTCAAATCAATTACCAGAAATTTG
GAGGGAAACCTTATACTTATGCATACGGACTTGGGTTGAATCACTTTGTTCCTGACAAGCTCTGTAAGATGAACGTC
AAAACTAAAGAAATCTGGATGTGGCAAGAGCCAGATTCTTACCCATCTGAACCATCTTTGTTTCTCAACCAGATGCT
CTGGAAGAAGATGATGGTGTGGTTCTGAGTGTGGTGGTGAGCCCTGGGGCAGGGCAAAAGCCTGCATATCTCCTG
GTTCTGAATGCCAAAGACTTGAGTGAAATTGCCAGGGCTGAAGTGGAGACTAATATCCCTGTGACCTTCCATGGAC
TGTTCAAAAGATCCTGA
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3: Resultados de la terapia génica con nanoparticulas: Transfeccidn in vitro

GFP anti-PRPF31 Solapado

SP-PA

25 pm

SP-PA-GFP

25 um

SP-PA-PRPF31

Resultados de la transfeccion de células derivadas de EPR de humano (RPE-1) con las
nanoparticulas soélo (SP-PA), con el vector con GFP (SA-PA-GFP) y con el vector con
GFP y con el trasgen PRPF31 (SA-PA-PRPF31). Podemos observar la expresién de GFP
a nivel citoplasmatico y nuclear (D) y exclusivamente a nivel nuclear cuando el vector
también lleva PRPF31 (G). La expresion de PRPF31 es a nivel del nucleo celular (H). En
azul vemos los nucleos de todas las células tefiidos con DAPI (C, F, I). La barra de escala
representa 25 micras.
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4: Resultados de la terapia génica con nanoparticulas: Test optomotor

A: Porcentaje de respuesta positiva al 100% de sensibilidad al contraste

20 90
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B: Porcentaje de respuesta positiva al 75% de sensibilidad al contraste

D1 e wr s %01 o W 5% Giu
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C: Porcentaje de respuesta positiva al 50% de sensibilidad al contraste
90

80 A2 16P/ % * WT 5% Glu
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Observamos un efecto terapéutico especialmente con sensibilidades al contraste altas, en
los que el porcentaje de respuesta positiva se acerca a los resultados obtenidos con los
WT con frecuencias espaciales altas (A y B). Glu= glucosa 5%. SP-PA-GFP= vector con
GFP. SA-PA-PRPF31= vector con el trasgen PRPF31. La linea gris representa la linea de
tendencia de ratones Kl no inyectados. Los valores se expresan en promedios + EEM.
Estadistica t-test. *p<0,05; **p<0,01.
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5: Resultados de la terapia génica con nanoparticulas: OCT

Imagen OCT Mapa retiniano

WT
5% Glu

K
SP-PA-PRPF31 SP-PA-GFP

Retinal thickness (um)

5%Glu SP-PA-GFP SP-PA-PRPF31

WT Kl

Imagen de OCT (A) y mapa de espesor retiniano de un ratén WT (B) control de la inyeccion.
Iméagenes de OCT (C y E) y mapas de espesor retiniano de dos ratones Prpf31*#°"*KI (D y F)
inyectados con el vector con GFP o con el vector con el trasgen respectivamente. El espesor
retiniano fue medido desde la membrana limitante interna en el inicio de la capa de células
ganglionares (GCL) hasta el inicio del EPR/coroides (EPR/C). La escala de colores representa
el grosor retiniano medido en pm y se utilizé como referencia para la valoraciéon de los mapas
de espesor retiniano. Observamos un aumento del espesor y de la reflectividad de la retina
tras la terapia con el gen PRPF31 (E y F). Se muestra también el resultado de la
cuantificaciéon del espesor retiniano en los ratones inyectados (G). Los valores representan el
promedio de 5 ratones en cada grupo + EEM. Estadistica t-test. *p<0,05; *p<0,01. GCL= Capa
de células ganglionares. RPE/C= epitelio pigmentario / coroides. Glu= glucosa 5%. SP-PA-
GFP= vector con GFP. SA-PA-PRPF31= vector con el trasgen PRPF31.
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