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Resumen

Las enfermedades degenerativas de la retina (EDR) son un grupo heterogéneo
de patologias, algunas hereditarias y otras con un origen complejo, que
producen una pérdida progresiva de las células de la retina con la consiguiente
pérdida de la agudeza visual pudiendo avanzar hasta producir una ceguera
total. En los ultimos afios y gracias al desarrollo de terapias avanzadas como la
terapia génica y celular muchos casos de ceguera podrian ser potencialmente
tratables.

El descubrimiento de las células madre de pluripotencia inducida o iPSC ha
aportado una fuente celular ilimitada con gran potencial ya que gracias a sus
propiedades son un instrumento prometedor para el estudio de enfermedades,
asi como para ser utilizadas en medicina regenerativa e ingenieria tisular. La
edicidn génica es una novedosa tecnologia con la se puede manipular con
precision una secuencia del genoma humano para lograr un efecto terapéutico
mediante la cual se pueden corregir mutaciones que causan enfermedades,
anadir genes terapéuticos a sitios especificos del genoma y eliminar genes
letales o secuencias del genoma.

En este trabajo se han generado y caracterizado con éxito dos lineas de iPSC
a partir de muestras de sangre periférica de pacientes con EDR, como son la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) y la retinosis pigmentaria
(RP), con el fin de establecer modelos celulares de cada una de las
enfermedades y terapia celular de reemplazo. Estas lineas nos han permitido
conocer las bases celulares y moleculares que llevan al desarrollo de la
enfermedad. Posteriormente, enfocandonos en la medicina regenerativa, con el
objetivo de buscar nuevas terapias para tratar a pacientes con DMAE, las iPSC
fueron diferenciadas hacia células de epitelio pigmentario de la retina (EPR).
Las células obtenidas fueron caracterizadas y trasplantadas en diferentes
modelos animales. Se demostrado que las células de EPR sobreviven y
mantienen su fenotipo y orientacion sin ningun efecto adverso local o sistémico.
Por ultimo, en la linea de iPSC obtenida de la muestra de sangre periférica de
un paciente con RP causada por una mutaciéon en el gen EYS, se ha
pretendido corregir la mutacién mediante el uso de CRISPR/Cas9. En este
caso aunque se corrigio la fase de lectura en el alelo mutante, no se logré
obtener la misma secuencia presente en el alelo silvestre.
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1. Introduccion



Introduccioén

1.1 El globo ocular y la retina.

El ojo es un d6rgano esencial para la vida humana ya que la mayoria de la
informacion de nuestro entorno es capturada a través de los ojos. Estos
organos sensoriales captan y procesan los fotones de la luz en la retina para
enviar impulsos nerviosos hasta la corteza occipital a través de la via visual
para la formacion de las imagenes. La retina es la parte mas accesible del
sistema nervioso central (SNC) y por esta razon, se le conoce como la ventana
del cerebro (Jin et al., 2019). Para entender mejor el desarrollo de nuevas
terapias para patologias que cursen con degeneracion de la retina y ceguera
es importante conocer como ocurre el desarrollo embrionario del ojo y las
principales caracteristicas anatémicas y funcionales de la retina.

1.1.1 Organogénesis del ojo.

El desarrollo del ojo es un proceso complejo en el que intervienen diversas
capas de tejidos del desarrollo embrionario. Durante el proceso de
organogeénesis se activan una serie de factores de transcripcion que modulan
la expresidon de determinados genes que controlan la diferenciacion celular de
los diferentes componentes de la retina. Conocer y comprender este complejo
proceso es fundamental para disefar protocolos que permitan diferenciar
células pluripotentes a un tipo celular especifico presente en las capas de la
retina. En el embridn humano, el desarrollo ocular comienza durante la
gastrulacion cuando el primordio ocular se organiza como un campo ocular
unico en el centro del prosencéfalo en la cresta neural anterior (Figura 1). En
esta etapa, las células del campo ocular expresan RAX (retina and anterior
neural fold homeobox). Dos de los primeros factores de transcripcion
implicados en el establecimiento del patrén de los surcos opticos son PAX6 y
PAX2. Durante la tercera semana del desarrollo se reprime la expresion del
gen PAX6 y se aumenta la de PAX2 con la secrecion de Sonic hegdehog
(SHH) por la placa precordal, en la linea media del diencéfalo, y como
resultado se divide el campo ocular unico en dos surcos o fosetas oOpticas, que
proceden de la evaginacion bilateral del diencéfalo del tubo neural, siendo esto
el primer signo morfolégico de formacion del ojo. Tanto en las etapas iniciales
del desarrollo del ojo como en etapas posteriores, durante el desarrollo de la
retina y del cristalino, la funcién que desempenia el gen PAX6 es especialmente
relevante. (Arteaga Martinez, 2018; Carlson, 2013; Sadler, 2016).
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Figura 1. Esquema representativo de la
division del campo ocular por el efecto
Notocarda antagonico de SHH sobre el gen PAX6 y
sobreexpresion de PAX2 en la linea media
del proencéfalo. Modificada de Sadler et
al. (Sadler, 2016).
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Aproximadamente 25 dias después
de la fecundacion, estos surcos
opticos forman unas evaginaciones que se alargan para formar las vesiculas
opticas (VO) que migraran lateralmente formando los tallos o pediculos 6pticos
(Figura 2A). La evaginacion continuara hasta que las vesiculas Opticas entren
en contacto con el ectodermo superficial, proceso impulsado por la capa de
células mesenquimatosas (procedentes del mesodermo) que esta alrededor de
dichas vesiculas. Gracias a la interaccion con la VO, la superficie del
ectodermo se engrosa dando lugar a la placoda del cristalino (Figura 2B), que
se invagina progresivamente en la vesicula optica dando lugar a la vesicula del
cristalino y formando la cupula optica (Figura 2C-D y Figura 3). En esta fase del
desarrollo, interviene el factor de transcripcion MITF que se expresa a lo largo
de toda la vesicula optica. Posteriormente, la expresion de VSX-2 en la zona
distal de la vesicula éptica (futura retina neural) confinara a MITF a las regiones
mas proximales de las vesiculas, que terminaran convirtiéndose en el epitelio
pigmentario de la retina (EPR) (Graw, 2010; Wiedemann, 2013).
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Figura 2. Representacion esquematica de la organogénesis del ojo. A) La vesicula éptica se
forma como una evaginacion desde el diencéfalo. B) Al entrar en contacto con la superficie del
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Introduccioén

ectodermo, la vesicula 6ptica da lugar al futuro epitelio pigmentario de la retina, neuroretina y el
tallo 6ptico; el engrosamiento de la superficie del ectodermo da lugar a la placoda del cristalino.
C) La vesicula optica y la placoda del cristalino invaginan, dando lugar a la cupula éptica y a la
vesicula del cristalino. C’) La regién ventral de la vesicula 6ptica que se invagina forma la fisura
coroidea. D-E) Transicion del desarrollo de la cupula éptica temprana a la cupula 6ptica
madura. La lente o cristalino se forma al desprenderse de manera permanente de su cavidad
formando una estructura sdlida; la neuroretina y el epitelio pigmentario se compactan
reduciendo la cavidad ependimal; el tallo 6ptico da lugar al nervio 6ptico y la superficie del
ectodermo cercano al cristalino da lugar al epitelio corneal. Abreviaturas: Co: cérnea; L: lente o
cristalino; PL: placoda del cristalino; LV: vesicula del cristalino; MS: mesénquima; NR:
neuroretina; NO: nervio 6ptico; TO: tallo éptico; VO: vesicula dptica; EPR: epitelio pigmentario
de la retina; E: esclera; SE: superficie del ectodermo. Modificada de Adler y Canto-Soler. (Adler
& Canto-Soler, 2007)
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Figura 3. Microscopia electrénica de barrido de un corte del ojo a las 6 y 6.5 semanas de
desarrollo. A la izquierda vemos que todavia no se ha desprendido completamente la vesicula
del cristalino del ectodermo superficial y ya estan formadas las dos capas de cupula éptica. Sin
embargo, en la imagen de la derecha, vemos que la vesicula del cristalino ya esta separada
por completo del ectodermo superficial. Modificada de Embriologia Médica de Langman, 2016.
(Sadler, 2016).

En torno al dia 34, las dos capas de tejido resultantes de la excavacion
constituyen el esbozo del EPR y la neuroretina (NR), con la vesicula del
cristalino completamente formada en el interior de la excavacion (Figura 2D y
Figura 3). Durante esta fase, el EPR inmaduro encapsula la capa interna,
estrechando la parte ventral de la VO y formando la fisura coroidea (Figura
2C’). A través de esta fisura coroidea se introduce la arteria hialoidea que
posteriormente dara origen a la arteria central de la retina. Finalmente, la fisura
coroidea se cierra completamente, permitiendo la formacion del nervio 6ptico, a
través del cual los axones de las células ganglionares transmiten informacion al
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cerebro. La expresion diferencial de los genes PAX determina qué células se
convertiran en cupula optica (futura retina) y cuales lo haran en tallo optico
(futuro nervio Optico). Elevadas concentraciones de SHH en el tallo dptico
inhibe la expresion de PAX6 a la vez que induce la de PAX2, del mismo modo
que bajas concentraciones de SHH en las zonas mas distales permiten que se
exprese PAX6 en la vesicula Optica, primer paso en la formacion de la retina
(Carlson, 2013).

Del margen anterior de la cupula 6ptica derivan el cuerpo ciliar y el iris, en el
punto donde se unen la retina neurosensorial y el EPR. Las estructuras
restantes, en particular los musculos, se forman a partir de células
mesenquimatosas, el mismo tipo de células que se encuentran en la cresta
neural. El ectodermo superficial, en contacto con la vesicula del cristalino,
formara la cornea (Figura 2E). En resumen, las principales estructuras oculares
se derivan de tres fuentes principales: el ectodermo neural forma la retina, el
ectodermo superficial da lugar a la lente y parte de la cornea y las células de la
cresta neural forman la parte central de la cérnea (Carlson, 2013; Graw, 2010)

En el desarrollo temprano y tardio de los diferentes tejidos que forman el ojo se
observa que es esencial la accion combinada de determinados factores de
transcripcion y vias de sefalizacion. Las Tablas 1 y 2 detallan los dominios de
expresion asi como las funciones que tienen durante la organogénesis del ojo
dichos factores de transcripcion y vias de sefializacion. (Miesfeld & Brown,
2019).

Tabla 1. Factores de transcripcion usados de forma reiterada durante la
organogeénesis del ojo.

Factores de Nombre del gen Dominios de Funciones durante la
transcripcion expresion organogénesis del ojo
Pax6 Paired box 6 Campo ocular, Diferenciacion del
ectodermo campo ocular,
superficial, placoda  evaginacion de la
del cristalino, vesicula 6ptica, patron
vesicula éptica, de la vesicula optica,
vesicula del patrén de la cupula
cristalino, cupula Optica, neurogénesis de
optica, neuroretina, la retina, desarrollo de
EPR, cuerpo ciliar, la lente y la cornea,
epitelio del iris desarrollo del cuerpo
ciliar y del iris
Rax/Rx Retina and anterior = Campo ocular, Diferenciacioén del
neural fold vesicula 6ptica, campo ocular,
homeobox cupula 6ptica, evaginacion de la
neuroretina vesicula 6ptica, patron

de la vesicula 6ptica,
neurogénesis de la
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Lhx2 LIM homeobox 2 Campo ocular,
vesicula éptica,
cupula éptica,
neuroretina

Sox2 Sex determining Neuroectodermo

region Y (SRY)-box

2

Otx2 Orthodenticle
homeobox 2

Six3 Sine oculis-related
homeobox 3

anterior, placoda de
cristalino, vesicula
del cristalino,
epitelio de la lente,
cupula 6ptica,
neuroretina
Neuroectodermo
anterior, vesicula
optica, neuroretina,
EPR

Campo ocular,
placoda del
cristalino, vesicula
del cristalino,
vesicula éptica,
cuUpula éptica

retina

Diferenciacion del
campo ocular, patrén
de la vesicula optica,
formacién de la cupula
Optica, desarrollo de la
lente

Diferenciacion del
campo ocular,
neurogénesis de la
retina

Diferenciacion del
campo ocular,
desarrollo del EPR,
neurogeénesis de la
retina

Diferenciacion del
campo ocular,
desarrollo de la lente

Fuente: Modificada de Miesfeld & Brown, 2019.

Tabla 2. Vias de senalizacion usadas de forma

organogeénesis del ojo.

reiterada durante la

Vias de sefializacion

Dominios de expresion

Funciones durante la
organogénesis del ojo

BMP (Bone morphogenetic
protein)

TGF (Transforming growth
factor)

RA (Retinoic acid)

FGF (Fibroblast growth
factor)

Neuroectodermo anterior,
ectodermo superficial,
vesicula éptica, surcos
opticos, vesicula del
cristalino, cupula éptica

Mesénquima periocular

Mesénquima periocular,
vesiculas opticas

Ectodermo superficial,
placoda del cristalino,
vesicula optica

Diferenciacion del campo
ocular, induccién de la lente,
diferenciacion del EPR,
desarrollo del campo ocular,
desarrollo del epitelio del iris

Evaginacion de la vesicula
optica, diferenciacion del
EPR, desarrollo del endotelio
corneal, desarrollo del
estroma corneal

Desarrollo del endotelio
corneal, desarrollo del
estroma corneal, desarrollo
del iris

Desarrollo de células fibrosas
primarias de la lente, patron
de la cupula 6ptica
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WNT (wingless-type MMTV  Neuroectodermo anterior, Diferenciacion del EPR,
integration site family) ectodermo superficial, desarrollo del cuerpo ciliar,
vesicula é6ptica, mesénquima  desarrollo del epitelio del iris
periocular, cuerpo ciliar,
epitelio del iris
HH (Hedgehog family) Linea media ventral, EPR, Diferenciacion del campo
neuroretina ocular, patron de la vesicula
Optica, patron de la cupula
optica, induccién del tallo
optico, diferenciacion del

EPR
Hippo Vesicula éptica, cupula Diferenciacion del EPR,
optica, EPR, vesicula del desarrollo del EPR, desarrollo
cristalino, epitelio del del cuerpo ciliar, desarrollo
cristalino del cristalino
Notch Epitelio del cristalino, copa Desarrollo del cristalino,
Optica, neuroretina neurogenesis de la retina

Fuente: Modificada de Miesfeld & Brown, 2019.

1.1.2. Estructura y organizacién funcional de la retina.

La retina es la capa mas interna del globo ocular y estd compuesta de siete
tipos celulares diferentes (células ganglionares, células amacrinas, células
bipolares, células horizontales, células plexiformes, células de Mduller y los
fotorreceptores que se dividen a su vez en conos y bastones). Aparte existen
otras células gliales y endoteliales que conforman toda la estructura de la
retina. Todos estos tipos de células se distribuyen en diez capas celulares
paralelas. Tres de estas capas contienen los nucleos de diferentes tipos de
neuronas las cuales se intercalan con otras dos capas plexiformes donde
tienen lugar las conexiones sinapticas (Figura 4A). A continuacion se describen
las capas de la retina desde la capa mas interna a la mas externa:

Membrana limitante interna (MLI). Membrana basal constituida por las
prolongaciones terminales de las células de Muller. Es la membrana que
separa la retina del humor vitreo (Figura 4A).

Capa de fibras nerviosas (CFN). Compuesta por los axones de las células
ganglionares que concurren desde todas las partes de la retina en el nervio
optico (Figura 4A)

Capa de células ganglionares (CCG). Formada por los cuerpos de las células
ganglionares, es la capa mas interna de células con respecto a la disposicion
en el ojo (Figura 4A)
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Capa plexiforme interna (CPI). Esta constituida por las conexiones sinapticas
entre las células amacrinas, las células ganglionares, las células
interplexiformes y las células bipolares (Figura 4A).

Capa nuclear interna (CNI). Formada por los nucleos de la células
horizontales, células bipolares, células amacrinas, células interplexiformes y
células de Muller (Figura 4A).

Capa plexiforme externa (CPE). Estda compuesta por las conexiones
sinapticas entre los fotorreceptores, las células horizontales y las células
bipolares (Figura 4A).

Capa nuclear externa (CNE). Formada por los cuerpos de los fotorreceptores
(conos y bastones) (Figura 4A).

Membrana limitante externa (MLE). Es un membrana virtual que surge de la
union entre los segmentos internos de los fotorreceptores y las células de
Mdaller. Esta estructura actia como barrera metabdlica ante el paso de
moléculas de gran tamafio (Figura 4A) (Cohen, 1961).

Capa de fotorreceptores (FRs). Es la capa mas profunda o externa de la
neuroretina y esta formada por los segmentos internos y externos de los
fotorreceptores (Figura 4A).

Capa de células del EPR. Monocapa de células pigmentadas hexagonales
que forman la capa mas externa de la retina (Figura 4A).

Quedo establecido, desde las primeras investigaciones de Cajal en el siglo
pasado, que la retina de los vertebrados contiene principalmente cinco clases
de células nerviosas o neuronas y células gliales (Cajal, 1893). Mas tarde, el
Dr. Antonio Gallego describié por primera vez las células interplexiformes
(Gallego, 1986). Todos los tipos celulares que componen la retina derivan de
células pluripotentes progenitoras de la retina (RPC) dentro de la cupula optica.
Aunque existe un orden estererotipico para la produccion de cada tipo celular,
también hay una superposicion temporal en la aparicion de los distintos tipos
celulares. A medida que las RPCs pasan de las divisiones celulares
proliferativas a las terminales, se establece la capacidad de adoptar destinos
particulares. El estado de competencia de estas células para producir el tipo
apropiado de neurona o glia cambia a lo largo del tiempo de desarrollo, debido,
en parte, a un alargamiento del ciclo celular. (Miesfeld & Brown, 2019).
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Figura 4. A) Histologia de retina humana tefiida con eosina/hematoxilina modificada de
Richardson et al. (Richardson et al., 2017). B) Diagrama de los tipos celulares que componen
la retina de los vertebrados modificada de WebVision (https://webvision.med.utah.edu/).
Abreviaturas: MLI: membrana limitante interna; CFN: capa de fibras nerviosas; CCG: capa de
células ganglionares; CPIl: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa
plexiforme interna; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana limitante externa; FRs:
fotorreceptores; I1S: segmento interno; OS: segmento externo; EPR: epitelio pigmentario de la
retina.

En los vertebrados, las células ganglionares son las primeras que se generan,
y posteriormente, en una secuencia regular, se diferencian los otros grupos
celulares. En una primera fase se generan las células ganglionares, las células
horizontales y los conos. Seguidamente, en una segunda fase, se generan las
células progenitoras de los bastones, las células de la glia de Muller y las
células bipolares. El caso de las células amacrinas no esta del todo claro
aunque parece que se generan en la segunda fase basicamente. Hay que
destacar que desde el centro hasta la periferia, el grado de histogénesis varia y
que la retina central puede estar generando células tardias mientras que la
retina periférica puede estar en la primera fase de la histogénesis. Los
bastones y el EPR culminan su desarrollo post-natalmente (Rapaport et al.,
1992; Schachat, Andrew P., MD; Sadda, SriniVas R., MD; Hinton, David R.,
MD; Wilkinson, C.P., MD; Wiedemann, Peter, 2017).

Los principales tipos celulares que componen la retina son las siguientes:

Células ganglionares. La informacion de la luz sale de la retina a través de los
axones de las células ganglionares. (Figura 4B). Estas neuronas que se
encuentran en la CCG reciben informacién tanto de las células amacrinas
como de las células bipolares y transmiten sefiales al cerebro a través de los

9
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axones que de manera selectiva forman la CFN para después converger y
formar el nervio optico. Los axones de las células ganglionares se superponen
en la superficie interna de la retina y salen de esta a través del disco optico.
Las células ganglionares se clasifican, segun su morfologia y respuesta a la
luz, por el sistema XYZ. Las células ganglionares X (constituyen
aproximadamente el 80% de la poblacion celular ganglionar) participan en el
analisis del color y los detalles; las células ganglionares Y (en torno al 10% de
la poblacién) participan en la deteccion del movimiento; y las células
ganglionares Z (10% restante aproximadamente) proyectan sus axones hacia
el tronco encefalico aunque no tienen una funcion muy definida (Masland,
2001).

Células horizontales. Las transmisiones de los fotorreceptores estan
moduladas por las células horizontales, interneuronas que contactan con las
células bipolares (Figura 4B). Los conos y bastones se retroalimentan de las
células horizontales aunque estas son las células menos abundantes de la
CNI, constituyen en torno al 5% de las células que forman esta capa nuclear.
En la mayoria de los mamiferos, hay dos tipos morfolégicamente diferentes de
células horizontales. Las células horizontales mejoran el contraste entre las
regiones claras y oscuras adyacentes, es decir, ajustan la respuesta del
sistema al nivel general de iluminacién (Masland, 2001).

Células bipolares. Se extienden a diferentes niveles de la CNI y participan en
procesos de diferentes tipos de células amacrinas y ganglionares. En la retina
interna, las células bipolares hacen sinapsis con las células ganglionares, que
son su principal objetivo transmitiendo sefiales desde los fotorreceptores
ubicados en la retina externa a las capas mas internas de la retina. Las células
bipolares especificas hacen sinapsis en planos especificos limitando a nivel de
sinapsis a las células que ocupan el mismo nivel. Cada tipo de célula bipolar
presenta un receptor de neurotransmisores individual lo que conlleva a
senalizaciones celulares diferentes. Una retina de mamifero tiene entre 9-11
tipos de células bipolares asociadas a conos (Masland, 2001).

Células amacrinas. Aunque las células ganglionares de la retina reciben
informacion de las células bipolares, la mayoria de las sinapsis de las células
ganglionares provienen de las células amacrinas que se ubican en la CNI. Por
otro lado, las células amacrinas conectan con las células bipolares mediante
sinapsis inhibitorias en el axén terminal de estas ultimas, permitiendo el control
de la salida de las células ganglionares. Las células amacrinas de diferencian
de las células horizontales en que tienen otras funciones especificas como por
ejemplo el control y la configuracion de las células ganglionares. Las células
amacrinas ademas de modular las sefales de las células bipolares mediante la
inhibicion de las células ganglionares, también modulan la liberacion del
transmisor desde las células bipolares (Masland, 2001).
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Células interplexiformes. Tienen cuerpos celulares grandes y se encuentran
entre las células amacrinas. Dan retroalimentacion desde la capa interna de la
retina a los fotorreceptores y de neurotransmisor usan dopamina o acido
gamma-aminobutirico (GABA) (Witkovsky et al., 1994).

Células de neuroglia. Aunque no participan directamente en la transferencia
de sefales neuronales, son esenciales para permitir el flujo de informacion de
forma apropiada, dan estructura y soporte a las demas células de la retina y
juegan un papel importante ante el dafio por lesion o infeccion del tejido neural.
Existen cuatro tipo de células de glia en la retina: 1) las células de Muller, son
las mas numerosas. Estas neuroglias se extienden por gran parte de la retina,
son células de sostén que se orientan de forma radial y son las encargadas de
la nutricion de los fotorreceptores y ayudan a la generacion de los impulsos
nerviosos, actuando de reservorio idnico durante la hiperpolarizacion del
fotorreceptor por la luz (R. O. L. Wong, 2006); 2) los astrocitos, aparecen
principalmente en las partes mas internas de la retina; 3) las células de
microglia, que son fagociticas; y 4) las células de glia que rodean los axones
de las células ganglionares.

Fotorreceptores. Los nucleos de estas células se localizan en la CNE de la
retina, donde interaccionan con el EPR. Los fotorreceptores son neuronas
especializadas sensibles a la luz y, a través de la cascada de fototransduccion,
convierten esta informacion en sefiales quimicas y eléctricas que transmiten a
las interneuronas de la retina externa. Los bastones y los conos son los dos
tipos de fotorreceptores que encontramos en la retina (Figura 5) y entre ellos
se diferencian por su distribucion en la retina, por el patron de sus conexiones
sinapticas, por el tipo de fotopigmento que expresan y por su forma.
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Los bastones controlan la vision en condiciones de poca luz (vision
escotopica), mientras que los conos son responsables de la visién diurna y la
percepcion del color (vision fotdpica o en condiciones normales de iluminacion).
Los bastones se distribuyen principalmente en la periferia mientras que los
conos se concentran en la macula (parte central de la retina). La mayor
densidad de conos se encuentra en la fovea (centro de la macula), lo que
permite una mayor agudeza visual (Figura 5). Los bastones son las células
responsables de responder a estimulos que alcanzan un area de manera
general, no son capaces de separar los pequefos detalles de una imagen
visual. Es muy importante la localizacién y la estructura de los bastones ya que
conduce a la divisién del campo visual del ojo en una pequefa regidn central
con gran nivel de agudeza denominada fovea, y una zona periférica de menor
agudeza pero que presenta mayor sensibilidad a la luz. Es por tanto esta
region periférica la que se encarga de la visidbn nocturna, ya que con una baja
intensidad de luz, los objetos no son perceptibles en la regién de la fovea. En
humanos, aproximadamente el 5% de los fotorreceptores son conos y el 95%
bastones (Sung & Chuang, 2010).

Los bastones. Son neuronas especializadas formadas por el cuerpo celular, el
segmento interno (IS) y el segmento externo (OS) del fotorreceptor (Figura 6).
El cuerpo celular contiene el nucleo de la célula y esta localizado en la CNE
desde donde proyecta su axon hasta la capa plexiforme externa. El IS del
bastdn contiene ribosomas, que participan en la elaboracién de membranas y
componentes celulares, y muchas mitocondrias que proporcionan energia para
los procesos de transduccion del OS. Por otro lado, el OS del baston es una
estructura especializada constituido por una pila de discos huecos que
contienen la rodopsina, pigmento visual que supone mas del 90% de la
cantidad total de proteinas de disco. La rodopsina es una proteina mas
sensible a la luz verde azulada, es decir, a una a longitud de onda de
aproximadamente 500 nanometros. Los discos Opticos estan renovandose
continuamente y los mas viejos se van desplazando hacia el EPR, donde tras
ser fagocitados, se convierten en fagosomas durante el ciclo diurno, sobre todo
al amanecer. El IS y OS del baston estan conectados a través del cilio
conector, que actua de puente entre ambos segmentos permitiendo el
transporte de metabolitos desde el IS hasta el OS (transporte anterogrado) y
también permite que los sustancias de desecho sean devueltas al cuerpo
celular (transporte retrégrado). EI OS de los bastones es mucho mas delgado
que el de los conos (2 y 6 micras, respectivamente) y ocupan principalmente la
retina periférica. Hay aproximadamente 100 millones de bastones en la retina
humana y ninguno esta presente en la févea (Sung & Chuang, 2010).
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conduce a la divisién del campo visual del ojo en una pequefa regidn central
con gran nivel de agudeza denominada fovea, y una zona periférica de menor
agudeza pero que presenta mayor sensibilidad a la luz. Es por tanto esta
region periférica la que se encarga de la visidbn nocturna, ya que con una baja

intensidad de luz, los objetos no son perceptibles en la regién de la fovea.

Los conos. Son neuronas especializadas similares a los bastones en cuanto a
su estructura (Figura 6). Su OS tiene forma conoidea y contienen tres
fotopigmentos diferentes. Los tres tipos de conos, denominados L (rojo), M
(verde) y S (azul) se distinguen principalmente por la porcion del espectro
visible a la que es sensible cada uno de ellos. Las diferencias entre los tres
tipos de conos se debe a la expresion de tres fotopigmentos diferentes
denominados opsinas:
- La eritropsina presenta una mayor sensibilidad a longitudes de onda
largas alrededor de 555-565 nm (conos tipo L).
- La cloropsina para longitudes de onda media alrededor de 530-537
nm (conos tipo M).
- La cianopsina tiene una mayor sensibilidad a longitudes de onda
pequefias que oscilan entre 415-430 nm (conos tipo S).

En la retina humana, encontramos los conos tipo L y M mas concentrados en la
region de la fovea y los conos tipo S, sin embargo, se localizan en la retina
periférica y estan ausentes en la fovea. Los conos tipo S representan
aproximadamente un 5% del total de conos de la retina humana. En la
generacion de las imagenes los conos tipo L y M son los que tienen la funcidn
principal, mientras que los conos tipo S participan en menor medida pero su
contribucion es muy importante en la formacion de imagenes ya que participan
en el color. Hay en torno a 3-5 millones de conos en la retina (Roorda et al.,
2001).
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Células del EPR. Forman una monocapa de células pigmentadas hexagonales
que forman la capa mas externa o profunda de la retina. En la retina humana
hay aproximadamente 4 millones de células de EPR espaciadas de manera
uniforme a lo largo de toda la retina. Cada célula de EPR tiene contacto 30-40
fotorreceptores. EI EPR esta separado de los fotorreceptores por el espacio
subretiniano. Se trata de un espacio extracelular especializado donde el EPR
proyecta sus microvellosidades envolviendo a los segmentos externo de los
fotorreceptores. Son microvellosidades apicales largas y delgadas que facilitan
el transporte transepitelial entre el EPR y la retina. La superficie basal del EPR
contiene inflexiones complejas que soportan el movimiento molecular y esta
polaridad basal-apical se refleja en la organizacion de los organulos de EPR y
las proteinas de membrana. En la region apical se localizan los melanosomas
mientras que los lisosomas, el reticulo endoplasmico, las mitocondrias, el
aparato de Golgi, los granulos de lipofuscina y melanolipofuscina y el nucleo se
ubican en el lado basal (Ao et al., 2018; La Cour, 2008).

El desarrollo y diferenciacién del epitelio pigmentario de la retina es esencial
para el propio desarrollo de la neuroretina. MITF y OTX2 son factores de
transcripcion esenciales en la diferenciacion del EPR. MITF (EPR) y VSX2 (NR)
reprimen mutuamente la expresion del otro en la vesicula Optica y asi
establecen el limite temprano entre el EPR y la NR. Las principales vias de
sefalizacion como FGF, TGFB, WNT, BMP, Notch e Hippo, desempefian un
papel esencial durante la especificacion del epitelio pigmentario regulando la
expresion especifica de MITF y OTX2. El factor de transcripcion mediado por
WNT, B-catenina, activa directamente la expresion de OTX2 y MITF. Ademas,
las vias de senalizacion WNT y BMP, desde el ectodermo superficial,
promueven la especificacion del EPR a través de un mecanismo independiente
de B-catenina, donde WNT inhibe GSK3b y BMP activa pSmad. La
sefalizacion autbnoma de las células del EPR es esencial para especificar su
destino y para un crecimiento adecuado de las mismas (Miesfeld & Brown,
2019).

PAX6 y MITF actuan reiteradamente durante la especificacion y diferenciacion
del EPR (Figura 7). Al principio, PAX6 activa la transcripcion de una isoforma
de la proteina MITF especifica del EPR vy, posteriormente, actua en paralelo
con MITF para la regular la transcripcion de otros genes de RPE como TRY,
DCTy TRYP1. BEST1, es un canal de cloro dependiente de calcio el cual es
un marcador de EPR diferenciadas y cuya transcripcion esta regulada de
manera coordinada por MITF, OTX2 y SOX9. SOX9 y LHX2 actuan activando
genes del ciclo visual como RPE65, RGR y RLBP1. La ruta de SHH es
importante también para la diferenciacién del EPR (Fuhrmann et al., 2014,
Miesfeld & Brown, 2019).
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Figura 7. Regulacién del desarrollo EPR mediante sefiales extracelulares y factores de
transcripcion modificada de Fuhrmann et al. (Fuhrmann et al., 2014)

El EPR es esencial para la funcion visual. Los procesos en los que estan
implicadas las células de este epitelio son la absorcion de la luz dispersa, el
transporte activo de metabolitos, la provision de una barrera hematorretiniana,
la regeneracién de los pigmentos visuales, la fagocitosis de los OS y la
secrecion de factores de crecimiento (Figura 8). La absorcion de la luz reflejada
y dispersa por parte del EPR permite optimizar la calidad de la imagen y
protege a la retina del dafio oxidativo causado por los radicales libres reactivos,
resultantes de la combinacion de la exposicién constante a la luz, la alta
actividad metabdlica, la elevada tension local de oxigeno y la fotooxidacion de
la lipofuscina. La absorcidén de la luz se produce a través de la melanina, que
se sintetiza y se almacena en los melanosomas, y se sabe que causa la
fotooxidacién de la lipofuscina, proteina lipidica que se acumula debido a la
edad y a la fagocitosis de OS. Otro mecanismo de defensa frente al dafio
oxidativo es el sistema de antioxidantes intrinsecos del EPR, el cual esta
constituido por enzimas como la catalasa y la superdxido dismutasa, y por
antioxidantes no enzimaticos como el a-tocoferol, B-caroteno y ascorbato. El
glutation también funciona como otro antioxidante el EPR. Por ultimo, otra
linea de defensa es la capacidad fisiologica de la célula para reparar ADN,
lipidos y proteinas dafiados (Ao et al., 2018; Strauss, 2005).
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Figura 8. Funciones del epitelio pigmentario de la retina modificada de Strauss et al. (Strauss,
2005). Abreviaturas: OS (segmento externo); MV (microvellosidades); VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular); PEDF (factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario).

Las uniones estrechas entre células adyacentes del EPR se unen al
citoesqueleto de actina y forman la barrera hematorretiniana. Esta barrera evita
el transporte paracelular de moléculas grandes o toxinas transportadas por la
sangre. El EPR transporta iones, agua y productos metabdlicos finales desde el
espacio subretiniano a la coroides y viceversa. Desde la sangre hacia los
fotorreceptores, el EPR transporta nutrientes como acidos grasos, retinal y
glucosa, por lo que desempefia un papel esencial en el mantenimiento de los
fotorreceptores (la Cour & Tezel, 2005; Strauss, 2005).

El ojo es un 6rgano que cuenta con un gran privilegio de defensa inmune y esto
es gracias al papel fundamental que ejerce el EPR. En primer lugar, la barrera
hematorretiniana formada por las uniones estrechas entre las células crea un
microambiente que permite que la infiltracion de los componentes del sistema
inmunitario se regule cuidadosamente. En segundo lugar, el EPR es capaz de
secretar factores inmunosupresores que disminuyen la actividad celular. En
tercer lugar, es capaz de inducir apoptosis debido a la presencia del ligando
Fas. Ademas, las células del EPR expresan el complejo de histocompatibilidad
de clase | y Il que pueden actuar como células presentadoras de antigeno en el
ojo (Ao et al., 2018).

El EPR también tiene un papel importante en la absorcion, almacenamiento y
metabolismo de la vitamina A y sus compuestos relacionados.
Constantemente, el retinal se esta intercambiando entre los fotorreceptores y el
EPR, y esto se debe a que tras la absorcion de fotones, los fotorreceptores son
incapaces de volver a isomerizar el all-trans-retinal en 11-cis-retinal. Para
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mantener la excitabilidad de los fotorreceptores, all-trans-retinal es transportado
al EPR, re-isomerizado a 11-cis-retinal y transportado de nuevo a los
fotorreceptores. Este proceso se conoce como el ciclo visual de la retina
(Strauss, 2005).

Otra funciébn con respecto al mantenimiento y supervivencia de los
fotorreceptores es la fagocitosis de los discos externos que se desprenden por
el proceso de renovaciéon de los fotorreceptores. Este proceso esta controlado
por el ritmo circadiano. La renovacion de los OS de los fotorreceptores es
necesaria por varias razones como mantener la excitabilidad del fotorreceptor,
reciclar nutrientes como el retinal y para evitar el dafo oxidativo debido a la
foto-oxidacion de lipidos y proteinas del OS. Dado que las células del EPR
normalmente no se dividen, la carga de material que estas células deben
ingerir y degradar en su vida util, supera con creces la de cualquier otra célula
fagocitica. Probablemente, como consecuencia de esta carga fagocitica
masiva, los granulos de lipofucsina se acumulan con la edad y una
acumulacion excesiva de estos granulos puede interferir en las funciones del
EPR debido a la generacion de radicales libres, que pueden causar la muerte
celular del EPR vy, por lo tanto, de los fotorreceptores desencadenando
enfermedades de la retina como la degeneracion macular (Ao et al., 2018;
Boulton et al., 1993; Nilsson et al., 2003; Strauss, 2005).

El desarrollo del EPR vy los fotorreceptores son interdependientes. Con el fin de
mantener la integridad de la retina, la coroides y el endotelio, el EPR produce y
secreta varios mediadores de proteinas, citoquinas y factores de crecimiento
como el factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario (PEDF), el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF) entre otros (Ao et al., 2018; Strauss, 2005).

El fallo de alguna de las funciones descritas anteriormente del EPR puede
conducir a la degeneracion de la retina, con pérdida de la funcion visual y
subsecuente ceguera.

1.1.2.1. Fototransduccion.

La cascada de la fototransduccién es el proceso a través del cual un foton de
luz se convierte en una sefal eléctrica que se transmite al cerebro. La cascada
enzimatica tiene lugar en el OS de los fotorreceptores y es, basicamente igual,
tanto en bastones como en conos. La diferencia entre ambos son los
pigmentos visuales, que en el caso de los bastones es la rodopsina mientras
que en los conos son las tres opsinas (eritropsina, cloropsina y cianopsina).

En oscuridad, en el OS de los fotorreceptores, cuatro moléculas de guanosin
17
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monofosfato ciclica (cGMP) se unen a un canal catidonico dependiente de
cGMP, manteniéndolo abierto, lo que permite que los iones sodio (Na*) y calcio
(Ca**) fluyan hacia la célula (en oscuridad, los fotorreceptores estan
despolarizados). Las células estan continuamente produciendo cGMP debido a
la enzima guanilato ciclasa (GUCY2D) (Figura 9). La rodopsina esta formada
por la opsina, proteina transmembrana unida covalentemente a un cromaoforo
derivado de la vitamina A llamado retinal. La opsina es una cadena
polipeptidica formada por 348 aminoacidos y consta de tres dominios
diferenciados: el dominio transmembrana, el dominio extracelular y el
citoplasmatico que es donde se produce la transduccion de la sefial luminosa.
El retinal es la parte mas sensible a la luz y tiene dos conformaciones, cis y
trans. Cuando se absorbe un fotdn de luz, la rodopsina se activa y el 11-cis-
retinal pasa a su conformacion all-trans. La rodopsina activada
(metarrodopsina, RHO*) cataliza el intercambio de los nucledtidos guanosin
difosfato (GDP) por guanosin trifosfato (GTP) en la subunidad a- de una
proteina G llamada transducina, a la que se une formando un gran complejo.

Cascada de la fototransduccion
Con luz
cerrado
Canal GMP¢ ¥ica aTP —p
cerrado ,i'l.‘ ¥ ‘I-?{'“_
GDP
; PDE&A
En oscuridid ) a B PDESB SAG
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e
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Figura 9. Cascada de fototransduccion en bastones. Tras la fotoactivacion, la amplificacion de
la sefial estda mediada por la subunidad a- de la transducina y la fosfodiesterasa, dando como
resultado el cierre del canal dependiente de cGMP, la hiperpolarizacion de la célula y la
liberacién reducida de glutamato en la sinapsis. Abreviaturas: EPR (epitelio pigmentario de la
retina); RHO (rodopsina); RHO* (rodopsina activada); GTP (guansin trifosfato); GDP (guanosin
difosfato); cGMP (guanosin monofosfato ciclica); GUCY2D (guanilato ciclasa); GCAP (activador
de guanilato ciclasa); CNGA y CNGB (canales alfa y beta dependientes del nucledtido ciclico);
PEDGA y PEDG6B (fosfodiesterasas); SAG (arrestina). Modificada de Den Hollander et al. (Den
Hollander et al., 2010).

18



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina

La transducina activada, a su vez, activa a la fosfodiesterasa dependiente de
cGMP (cGMP-PED), la cual cataliza la hidrélisis de moléculas de cGMP. La
rapida disminucién de los niveles de cGMP conduce al cierre de los canales de
Na®, lo que hace que se produzca la hiperpolarizacion de los bastones. El
cierre de estos canales provoca la inhibicion de la liberacion de glutamato en la
regidon sindptica y por tanto una disminucion de los niveles de Ca®" en los
bastones. La hiperpolarizacién de la célula da como resultado la transmision de
una sefial a través de las diferentes capas de la retina, hacia el nervio 6ptico vy,
por ultimo, hasta llegar al cerebro.

Después de la fotoexcitacion, la cascada visual termina en varios puntos para
que el fotorreceptor vuelva a su estado de oscuridad: la guanilato ciclasa
vuelve a sintetizar cGMP (a partir de GTP) y se reactiva la caida de Ca**
intracelular; la rodopsina activada es fosforilada por la rodopsina quinasa y se
una a la proteina arrestina (SAG) para detener cualquier interaccion con la
transducina; y la transducina en su subnidad a- y PDE son inactivadas por la
hidrolisis de GTP a GDP, debido a la actividad intrinseca de GTPasa de la
transducina. Los canales activados por cGMP vuelven a abrirse conforme
aumenta la concentracion de cGMP, lo que permite que los fotorreceptores
vuelvan a su estado despolarizado ya que los iones positivos de sodio y calcio
fluyen hacia ellos (Den Hollander et al., 2010; Hargrave, 2001; Kennan et al.,
2005).

1.1.2.2. Ciclo visual

El EPR desempefia un papel esencial en la reisomerizacion del all-trans-retinal
a 11-cis-retinal despues de la fototransducion, dado que los fotorreceptores
carecen de la funcion isomerasa cis-frans. El ciclo visual es una via de
reacciones enzimaticas para reciclar los retinoides que se utilizan durante la
deteccion de la luz en los fotorreceptores (Figura 10). Después de la exposicion
a la luz, all-trans retinal es transportado al citoplasma por la proteina casete de
unién a ATP, subfamilia A, miembro 4 (ABCA4) donde all-trans-retinal se
convierte en all-trans-retinol por la accién la enzima retinol deshidrogenasa
(RDH12). All-trans-retinol es transportado al EPR, donde se une una proteina
de union en presencia del catalizador lecitina retinol aciltransferasa (LRAT)
para formar all-trans-retinil éster. RPEGS isomeriza all-trans-retinil éster para
producir 11-cis-retinol antes de ser convertido en 117-cis-retinal por accion de la
11-cis-retinol deshidrogenenasa. Por ultimo, 17-cis-retinal es transportado de
nuevo al OS del fotorreceptor, donde se une a la rodopsina, volviéndola
sensible a la luz (Ao et al., 2018; Den Hollander et al., 2010; Strauss, 2005;
Wright et al., 2010).
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Figura 10. Ciclo visual que tiene lugar en los bastones y el epitelio pigmentario de la retina.
Tras la fotoactivacion, 17-cis-retinal se convierte en all-trans-retinal y se disocia de la rodopsina
activada. Posteriormente, all-trans-retinal se recicla para producir 11-cis-retinal a través de una
serie de reacciones enzimaticas que ocurren en el EPR. Abreviaturas: RAL (retinal); RHO
(rodopsina); RHO*(rodopsina activada); ABCA4 (casete de uniéon a ATP); RDH12 (retinol
deshidrogenasa); ROL (retinol); IRBP (proteina de unién a retinol intersticial); LRAT (lecitina
retinol acetiltransferasa); RPE65 (proteina especifica de epitelio pigmentario de la retina);
CRALBP (proteina de unién a retinaldéhido); RDH (retinol deshidrogenasa); RE (retinil éster);
EPR (epitelio pigmentario de la retina). Modificada de Den Hollander et al. (Den Hollander et
al., 2010).

Para disefiar nuevas aproximaciones de terapias avanzadas y sobre todo de
terapia génica es fundamental conocer la funcion de muchas enzimas que
participan en el ciclo visual y la fototransduccion, ya que muchas mutaciones
en los genes que codifican estas enzimas producen distrofias de la retina, un
ejemplo son las mutaciones que se pueden producir en el gen RPE65 que
causan la ceguera mas frecuente en la infancia, conocida como la amaurosis
congeénita de Leber (LCA). La pérdida de la funcion de RPEG5 conduce a un
defecto en la sintesis de 11-cis-retinal que finalmente produce degeneracion de
los fotorreceptores y ceguera. Esta distrofia retiniana, en la actualidad, se
puede tratar con terapia génica debido a la administracion de RPE65 humano a
través de un vector viral no integrativo que tiene capacidad de infectar las
células del EPR.
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1.2. Enfermedades degenerativas de la retina (EDR)

Las EDR son un conjunto heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas
que provocan una pérdida de progresiva y severa de la vision, ya que alteran la
anatomia y la funcion de la retina. Son la principal causa de ceguera en el
mundo desarrollado y afecta a 1 de cada 2000 personas. Las EDR se pueden
clasificar en enfermedades degenerativas hereditarias y enfermedades
degenerativas no hereditarias. La mayoria de estas patologias no tienen cura,
aunque el conocimiento sobre las bases moleculares de estas enfermedades
de la retina han progresado mucho durante los ultimos afios. Conocer acerca
de los mecanismos moleculares de la enfermedad ha mejorado la evaluacion
diagnodstica de los pacientes mediante pruebas genéticas y la generacion de
conocimiento en esta area ha permitido comprender la etiologia molecular de la
enfermedad y desarrollar diferentes enfoques terapéuticos como son la terapia
geénica y celular, entre otros (Berger et al., 2010).

Segun Berger et al., las principales enfermedades retinianas pueden
clasificarse en cuatro grupos: i) enfermedades dominantes en bastones; ii)
enfermedades dominantes en conos; iii) degeneraciones retinianas
generalizadas de los fotorreceptores (afectan tanto a los conos como a los
bastones); y finalmente (iv) vitreoretinopatias exudativas y erosivas.

Los trastornos que afectan principalmente a los bastones se inician con
nictalopia (ceguera nocturna) y pueden progresar hasta afectar al campo visual
periférico conservando la visidbn central. Por el contrario, las distrofias
asociadas a conos se manifiestan inicialmente con una pérdida de la agudeza
visual central y de la vision en color y no suelen afectar significativamente a la
vision periférica a menos que también se vean afectados los bastones. Las
distrofias maculares afectan a los conos que estan dentro de la macula,
dejando intactas las poblaciones periféricas.

Las formas mas comun de EDR es la retinitis pigmentosa (RP). El sello
patolégico de la RP es la degeneracion primaria de los bastones y la
consiguiente degeneracion del EPR y conos con una posterior progresion hacia
la ceguera. En el caso de RP, se han encontrado muchas mutaciones
genéticas en genes que juegan un papel esencial en las funciones de los
fotorreceptores, sin embargo, las mutaciones en otros tipos celulares como el
EPR pueden causar la enfermedad (Figura 11). Curiosamente, la apoptosis
parece no ser el principal mecanismo de muerte celular de los fotorreceptores.
En cambio, las células experimentan un agotamiento de la energia, un
aumento del estrés oxidativo y una reparacion del acido desoxiribonucleico
(ADN) desregulada asociados al mecanismo de muerte celular tipo necrosis
(Sancho-Pelluz et al., 2008).
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Figura 11. Heterogeneidad genética de las distrofias retinianas. Diagrama de Venn de los
enfermedades retinianas hereditarias mas comunes con zonas superpuestas donde los mismos
genes son responsables de diferentes trastornos. Abreviaturas: BBS (sindrome de Barder-
Bieldl); CD/CRD (distrofias de cono/ distrofias de conos y bastones); CSNB (ceguera nocturna
congénita estacionaria); LCA (amaurosis congénita de Leber); DM (degeneracion macular); RP
(retinosis pigmentaria); USH (sindrome de Usher). Modificada de Sangermano et al.
(Sangermano et al., 2020).

Por otro lado, la EDR no hereditaria mas frecuente es la degeneraciéon macular
asociada a la edad (DMAE). Aunque la DMAE no se transmite de padres a
hijos, si existen una serie de factores genéticos que aumentan el riesgo de
padecer la enfermedad. A continuacion, se describen en detalle la DMAE y la
RP, ya que el disefio de las terapias evaluadas en esta tesis estan dirigidas a
estas dos patologias.

1.2.1. Degeneracién macular asociada a la edad.

La DMAE (OMIM #603075) es la primera causa no hereditaria de ceguera del
adulto en paises desarrollados. Se cree que esta enfermedad afecta a mas de
9,9 millones de personas en Europa y aproximadamente 196 millones a nivel
mundial. Debido al envejecimiento de la poblacion, se ha calculado que la
cantidad de pacientes que puede padecer la enfermedad se incrementara
hasta los 288 millones en 2040. La prevalencia total de esta enfermedad es del
3,3% en la poblacion mayor de 65 anos y se incrementa hasta un 10% a partir
de los 70 afios (Augood et al., 2006; Colijn et al., 2017; W. L. Wong et al.,
2014). El coste estimado para el tratamiento y manejo de las secuelas de la
DMAE en Estados Unidos ronda los 5 billones de dolares anuales.
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Numerosos estudios epidemiologicos realizados en la DMAE han
proporcionado informacion muy valiosa no solo sobre la prevalencia e
incidencia, sino también sobre la historia y los factores de riesgo de la
enfermedad. Los principales factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad son: la edad (mayor de 55 afos), la predisposicion genética
(asociada a polimorfismos de nucledtido unico (SNP) de riesgo), sexo
femenino, hipertension arterial, hipercolesterolemia, arterioesclerosis y
tabaquismo. Entre los componentes no genéticos, el envejecimiento y el
tabaquismo son los principales factores de riesgo. Por otro lado, con el uso de
nuevas tecnologias enfocadas en genética médica se ha demostrado que la
predisposicidn genética ejerce un gran impacto en el desarrollo de la
enfermedad. La DMAE parece ser que se desarrolla por la interaccion de
factores medioambientales, la predisposicion genética y el envejecimiento,
como ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas (Jin et al., 2019).
Ademas, existen diferencias raciales/étnicas que también afectan a la
prevalencia de la enfermedad, siendo la poblacién caucasica de mayor riesgo a
padecer DMAE con respecto a la poblacién hispana o negra (Fritsche et al.,
2014; Kinnunen et al., 2012; R. Klein et al., 2004).

Los mecanismos moleculares por los cuales se produce la DMAE son muy
complejos y muchos de estos mecanismos interactuan entre si para finalmente
producir atrofia de las células del EPR y posterior degeneracién crénica de los
conos en la region macular. Actualmente, se desconoce el orden exacto de
como ocurren todos los eventos que culminan con la perdida de la visidon
central y existen muchas hipoétesis al respecto. Una de ellas se basa en el
incremento del estrés oxidativo a nivel del EPR como uno de los primeros
desencadenantes de todo el proceso degenerativo. EI EPR al igual que los
fotorreceptores son dos tipos celulares que diariamente estan expuestos a
altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido principalmente al
alto consumo de O, exposicion diaria a luz ultravioleta y generacion de
productos derivados del ciclo visual como el A2E, un metabolito téxico del
retinol (Kinnunen et al., 2012; Tokarz et al., 2013). Debido al envejecimiento,
algunos de los mecanismos celulares de defensa ante los ROS, como las
enzimas antioxidantes tipo superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation
peroxidasa y reductasa, se pueden ver mermados conduciendo entre otras
afecciones a la acumulacion de dafios a nivel mitocondrial y ruptura del ADN
(Tokarz et al., 2013). Esto a su vez conduciria a una disminucién cronica en la
produccion de ATP por alteraciones en el ciclo de Krebs y disminucion del
NAD" con la consecuente caida del balance energético afectando a procesos
claves de la homeostasis celular como la autofagia y la degradacion de
productos de desecho (M. Zhang et al., 2020). Posteriormente, estos productos
de desecho celular y otros provenientes del mismo endotelio se comenzarian a
acumular entre el EPR y la membrana de Bruch causando la formacion de
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drusas y alteraciones en el grosor y permeabilidad de esta membrana basal
(Bowes Rickman et al., 2013). Finalmente, la acumulacion de drusas y cambios
en la permeabilidad de la barrera hematorretiniana permitiria la entrada de
células inflamatorias produciendo activacion del complemento y causando una
respuesta inflamatoria local exagerada, la cual incluso facilitaria la formacion
de mas drusas e incrementaria el estrés oxidativo crénico (Kauppinen et al.,
2016). Toda la combinacién de estos factores conduciria a la disfuncion del
EPR cambiando la polaridad de secrecidn de moléculas claves para el
mantenimiento de la retina y de los vasos coroideos como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor derivado del epitelio
pigmentario (PEDF).

1.2.1.1. Caracteristicas clinicas de la degeneracion macular asociada a
la edad.

La DMAE es una enfermedad que comienza con la formacion de depdsitos
focales de lipidos y proteinas en la membrana de Bruch y el EPR, conocidos
como drusas (Figura 12B). En personas sanas mayores de 40 afnos puede
haber presencia de drusas de tamafio pequefio sin que presenten ningun
sintoma, pero si drusas de mayor tamafo se acumulan en torno a la macula, el
paciente puede empezar a tener una pérdida de la vision central (P. T. V. M.
De Jong, 2006). Si la enfermedad progresa, pueden presentarse dos tipos de
DMAE:

DMAE humeda o exudativa. Representa aproximadamente en torno al 10-
15% de los casos y se caracteriza porque su evolucidn es rapida y el
prondstico visual es peor (Figura 12C). El primer signo de este tipo de DMAE
es la extravasacion de un liquido seroso o hemorragico que hace que la
neuroretina o el EPR se desprenda de la membrana de Bruch provocando una
alteracion en la disposicion de los fotorreceptores. Después, se produce una
proliferacion anormal de los vasos que irrigan la coroides llegando a infiltrar la
retina dando lugar a la neovascularizacién coroidal (NVC). Muchos de estos
vasos aberrantes pueden ocasionar hemorragias que luego llevan a la
formacion de extensas areas de cicatrizacion en la retina (Ambati & Fowler,
2012; Bhutto & Lutty, 2012; Lim et al., 2012).

DMAE seca o atrofia geografica. Representa del 85-90% del total de casos y
se caracteriza por una evolucion lenta y progresiva (Figura 12D) de la pérdida
del EPR y de los fotorreceptores originando areas de atrofia focal sobre la
region macular conocida como atrofia geografica (AG). (Ambati & Fowler, 2012;
Bhutto & Lutty, 2012; Lim et al., 2012). Muchos pacientes con AG progresa a
NVC, pero hay casos donde la NVC se da desde el inicio de la enfermedad.
Incluso hay algunos pacientes que desarrollan DMAE seca en un ojo y humeda
en el otro
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Figura 12. Representacion
grafica de la anatomia de
la retina en estadios
normales y distintos tipos
de DMAE. A) Retina
normal con las distintas
capas de células que la
componen. B) A medida

que la enfermedad
avanza, la membrana de
Bruch se espesa vy

aparecen las primeras
drusas entre la membrana

de Bruch y el EPR,
atrayendo células
inmunitarias como los
macrdéfagos y la microglia.
Eventualmente, la
enfermedad puede

progresar en una de las
formas tardias: C) DMAE
hameda que se
caracteriza por la invasion

de vasos sanguineos
anormales y una
acumulacion de

macrofagos y D) DMAE
seca donde se observa

una degeneracion general del EPR y los fotorreceptores. Abreviaturas: EPR (epitelio
pigmentario de la retina) y MB (membrana de Bruch). Modificada de De Jong et al. (E. K. de

Jong et al., 2020).

SIGNOS Y SINTOMAS DE LA DMAE

Vision deformada de los objetos o metamorfopsia. Se manifiesta con una
percepcion ondulada de las lineas rectas y con las imagenes distorsionadas

(Figura 13B).

Pérdida progresiva de la agudeza visual. Incapacidad de percibir formas y
objetos que va en aumentando pudiendo llegar a producir una ceguera

irreversible.

Perdida de la vision central. A medida que la enfermedad progresa el centro
del campo visual del paciente puede estar manchado, distorsionado o perderse
(escotoma central) lo que le provoca una incapacidad para realizar actividades
cotidianas como conducir o leer, incluso pueden tener dificultad para diferenciar

colores y reconocer rostros (Figura 13C).
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Sensibilidad al contraste. Es mas complicado distinguir las texturas y los
cambios en el ambiente. El no ser capaz de detectar contrastes y texturas
leves sobre aceras o escaleras puede ser peligrosa y aumentar el riesgo de
caidas.

A B C

Figura 13. Simulacion del campo visual y tomografia de coherencia 6ptica. A) Individuo sano.
B) Paciente con DMAE en fase temprana. C) Paciente con DMAE tardia. Abreviatura: EPR
(epitelio pigmentario de la retina).

Poca tolerancia a los cambios en los niveles de luz. Puede ser dificil que los
ojos se adapten rapidamente a los cambios de luz como ocurre al conducir o
caminar al atardecer, cuando el sol desciende o cuando se pasa de una
habitacion muy iluminada a otra oscura.

Necesidad de niveles mas altos de luz. Se pueden necesitar niveles de luz
mas brillantes para leer, cocinar y realizar tareas cotidianas.

Percepcion distorsionada de la profundidad. La incapacidad de controlar las
distancias puede hacer mas dificil caminar, lo que puede llegar a provocar
caidas.

Presencia de alucinaciones visuales conocidas como Sindrome de
Charles Bonnet. Este sintoma no es exclusivo de la DMAE y se puede
presentar en otras enfermedades oftalmolégicas que conducen a perdida de la
agudeza visual severa. Este tipo de alucinaciones pueden observarse hasta en
un 10% de los casos de DMAE y en muchas ocasiones no se diagnostica. La
principal caracteristica de estas alucinaciones es que no se acompafan de
trastornos psiquiatricos y se deben a la inadecuada aferencia de impulsos
nerviosos generados en la retina, originando una mala interpretacion de los
estimulos visuales a nivel del SNC.

DIAGNOSTICO DE LA DMAE

Test o rejilla de Amsler. Consiste en un test rapido y simple que se puede
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utilizar para detectar los primeros sintomas de alguna posible alteracion de la
zona central de la retina, lugar donde esta situada la macula. La rejilla de
Amsler es un grafico con una cuadricula simple. El paciente mira a través de la
cuadricula para ver el grado de afectacién o metamorfopsia.

Estudio del fondo de ojo mediante oftalmoscopia. Se realiza una
exploracion profunda de la macula y este estudio nos permite detectar el tipo
de DMAE que padece el paciente. La DMAE seca se caracteriza por la
presencia de drusas grandes, alteraciones en el EPR y atrofia corioretiniana
(Figura 14C). La DMAE humeda se caracteriza por la presencia de un liquido
subretiniano que se observa como una elevacion de la retina, edema retiniano,
cambio de coloracion gris-verde debajo de la macula, exudados maculares o
perimaculares, desprendimiento del EPR y hemorragia subretiniana macular o
perimacular (Figura 14D).

Figura 14. Estudio de fondo de ojo. A) Individuo sano. B) DMAE en fase temprana con drusas
confluentes en torno a la region macular. C) DMAE seca o atrofia geografica. D) DMAE
humeda.

Estudio del arbol vascular mediante angiografia de fluoresceina. Muestra y
caracteriza las membranas neovasculares coroideas subretinianas, por lo que
es util para el diagnéstico de la DMAE humeda, ademas, puede delinear areas
de atrofia geografica.

Estudio de la retina mediante tomografia de coherencia éptica (OCT). Nos
permite evaluar las diferentes capas de la retina permitiendo distinguir entre los
dos tipos de DMAE atendiendo a la degeneracion producida en las capas de la
retina. En el caso de la DMAE seca, aporta informacion sobre los depdsitos
drusenoides subretinianos, los desprendimientos drusenoides del EPR, la
coalescencia de las drusas y, ademas, ayuda a identificar el liquido
intrarretiniano y subretiniano en ausencia de neovascularizacion coroidea
(Gallego-Pinazo et al., 2012).

Estudio genético. Permite evaluar a través de un analisis de sangre si hay
SNP de riesgo asociados con la enfermedad.
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1.2.1.2. Polimorfismos de nucle6tido unico prevalentes en la DMAE.

Con el uso de las nuevas tecnologias enfocadas en genética médica se ha
demostrado que la predisposicion genética tiene un gran impacto como factor
de riesgo en el desarrollo de la DMAE. Se han identificado numerosos SNPs
que incrementan el riego de padecer la enfermedad (Black & Clark, 2016;

Fritsche et al., 2014; Priya et al., 2012), quedando reflejados en la Tabla 3.

Tabla 3. SNPs prevalentes en DMAE identificados hasta la fecha.

Localizacion GEN Vias y funciones implicadas

rs10490924/T ARMS2/HTRA1 Desconocida, probablemente
mitocondrial/crecimiento celular

rs10737680/A CFH Complemento

rs429608/G C2/CFB Complemento

rs2230199/C C3 Complemento

rs574982/G TIMP1 Degradacidon matrix extracelular

rs4420638/A APOE Metabolismo lipoproteinas,
arterosclerosis

rs1865163/G CETP Metabolismo lipoproteinas,
arterosclerosis

rs943080/T VEGFA Angiogénesis

rs13278062/T TNFRSF10A Muerte celular

rs13081855/T COL8A1/FILIP1L Matriz extracelular/actividad
antiangiogénica de células
endoteliales

rs8017304/A RAD51B Recombinacién homdloga

rs4698775/G CFI Complemento

rs920915/C LIPC Metabolismo lipoproteinas,
arterosclerosis

rs334353/T TGFBR1 Amplia, incluyendo angiogénesis

rs8135665/T SLC16A8 Transporte de lactato

rs3130783/A IER3/DDR1 Muerte celular/crecimiento celular

rs6795735/T ADMTS9/MIR548A2 Anclaje de proteoglicanos,
inhibicién de angiogénesis

rs3812111/T COL10A1 Arterosclerosis

rs9542236/C B2GALTL Transporte de glucosa

Fuente: Black & Clark (Black & Clark, 2016)

Aunque los mecanismos moleculares exactos a través de los cuales estos
SNPs pueden llevar a la formacién de drusas y al desarrollo de la DMAE
siguen siendo desconocidos, como se mencion6 anteriormente, el estrés
oxidativo, el metabolismo de los carbohidratos para generar energia, la
degradacion de lipidos y la respuesta inflamatoria estan involucrados en la
fisiopatologia de la enfermedad (Figura 15) y el efecto de todos estos factores
se pueden ver incrementados por la presencia de ciertos SNPs.
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Factores Antecedentes
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Inflamacién crénica CFH, C3, CFIC2, CFB la DMAE. Modificada
de Peng Zhou et al.
(Zhou & Li, 2014).
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1.2.1.3 Gen FACTOR DEL COMPLEMENTO H (CFH).

Los avances significativos en las tecnologias de secuenciacion y los estudios
de asociacion de todo el genoma (GWAS) han proporcionado informacion
adicional sobre la arquitectura genética de los fenotipo de DMAE. En el afio
2005, se identifico una variante intrénica en el gen factor del complemento H
(CFH) (OMIM 134370), localizado en la region cromosdmica 1932, que esta
asociado con un mayor riesgo de padecer DMAE (Edwards et al., 2005;
Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; R. J. Klein et al., 2005). En este gen
se observé un cambio de una timina (T) a una citosina (C) en el exén 9. El SNP
asociado a este haplotipo de riesgo da como resultado un intercambio de
tirosina (Y) a histidina (H) en la posicion 402 de la proteina CFH (polimorfismo
Y402H, rs1061170). Esta asociacion de riesgo ha sido respaldada en muchos
estudios posteriores y se estima que la variante Y402H es un factor que
contribuye en mas de la mitad de los caso de DMAE. Los individuos
homocigotos para el alelo de riesgo (CC) son aproximadamente 6 veces mas
propenso a padecer la enfermedad en comparacién con aquellos con el
genotipo sin riesgo (TT) y los que presentan un genotipo heterocigoto (TC)
tienen una elevacion del riesgo de 2.5 veces. El polimorfismo Y402H se
encuentra en la repeticion de consenso corta 7 (SCR 7), una region que se
sabe que media la union de CFH a polianiones como la heparina, los
glicosaminoglicanos, fosfolipidos oxidados y la proteina C reactiva (Khandhadia
et al., 2012; Toomey et al., 2018).

La identificacion de variantes especificas en el gen CFH como uno de los
principales factores de riesgo genético para el desarrollo de la DMAE permitio
la comprension de la enfermedad y sirvid de apoyo a estudios previos que
habian relacionado la cascada del complemento con la inflamacion cronica que
produce la DMAE (Anderson et al., 2002; Hageman et al., 2001; Johnson et al.,
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2001). Posteriormente, se encontraron asociaciones de riesgo genético en
otros genes del sistema del complemento, lo que supuso el punto de partida
para estudiar dicho sistema y sus componentes como objetivo terapéutico de la
DMAE (Fagerness et al., 2009; Gold et al., 2006; Maller et al., 2007; Yates et
al., 2007).

El sistema del complemento es uno de los componentes evolutivos mas
antiguos del sistema inmune. Esta compuesto de mas de 40 proteinas y
reguladores que se encuentran en la regulacién sistémica y desempefia un
papel esencial en la defensa del huésped contra los patdégenos, la eliminacion
de ceélulas apoptoticas y complejos inmunes y las respuestas inmunes
adaptativa. Existen tres vias con un desencadenante especifico: la via clasica
desencadenada por un complejo antigeno-anticuerpo, la via alternativa
desencadenada por la union a una célula huésped o superficie patégena y la
via de lectina desencadenada por polisacaridos en las superficies microbianas
de la via del complemento. Estas vias convergen para convertir C3 en C3b
formando la convertasa C3, enzima que es capaz de iniciar una cascada que
da como resultado Ila formacion de productos de desechos
inmunoestimuladores o anafilotoxinas, C3a y C5a, y la formacion del complejo
de ataque membrana (C5b-9), un poro de la membrana celular que puede
causar lisis celular (Khandhadia et al., 2012; Toomey et al., 2018).

CFH codifica el factor H del complemento que es principal regulador negativo
de la fase fluida de la via alternativa del complemento y cuyo control continuo
es necesario debido a la naturaleza espontanea de la activacion, sus
propiedades amplificadoras y su potencial de provocar lisis celular en los
tejidos sanos del huésped. CFH es una proteina abundante (218-654 ug/ml en
suero) de 155 kDa compuesta por veinte unidades repetitivas de 60
aminoacidos conocidas como repeticiones de consenso cortas, que regulan el
complemento, y separadas por una pequefia regiéon de 3-8 aminoacidos. CFH
se une a C3b y acelera la descomposicion de la convertasa C3 alternativa
(Figura 16). También actua como cofactor para la inactivacién de C3b por el
factor | del complemento. CFH se une a las superficies de las células para
regular la activacion espontanea y la amplificacion de la escision de C3 y ayuda
a la degradacion de los productos de escision de C3 activos en las células
huéspedes. Cabe sefalar que CFH no solo funciona en la fase fluida sino
también en la matriz extracelular y en las superficies de las células huéspedes
a través de sus dominios de unién a polianiones (Khandhadia et al., 2012;
Toomey et al., 2018).
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Figura 16. Regulacién de la via alternativa del complemento por el factor H en el plasma y en
las superficies celulares. El factor H discrimina entre células propias y patégenos mediante su
unién a polianiones, los cuales estan presentes solo en las superficies de las células propias. El
factor H actua de dos formas: disocia las subunidades C3b y Bb (fragmento B del factor B) en
la C3-convertasa y actia como cofactor del factor | del complemento permitiendo la
inactivacion proteolitica de C3b. Modificada de Rodriguez de Cérdoba et al (de Cérdoba et al.,
2011).

1.2.2. Retinosis pigmentaria

La retinosis pigmentaria (RP, OMIM #26800) engloba a conjunto de
enfermedades degenerativas de la retina con fenotipos clinicamente similares
asociados con causas genéticamente heterogéneas (Jin et al., 2019). El inicio y
la progresion de la enfermedad puede variar significativamente entre los
pacientes, incluso dentro de la misma familia. Normalmente, los primeros
sintomas de esta enfermedad comienzan en la adolescencia y van
empeorando de forma progresiva hasta conducir a la ceguera en adultos
jovenes.

La RP es la forma hereditaria mas comun de las distrofias retinianas con una
prevalencia estimada de 1 por cada 4000 personas. Aunque es una
enfermedad rara, representa la forma mas comun de ceguera hereditaria en el
adulto afectando a mas de un millon de personas en el mundo (Menghini et al.,
2020). Se han identificado mas de 250 genes (Figura 11) que causan distrofias
hereditarias de la retina de los cuales alrededor de 100 genes estan asociados
con RP (https://sph.uth.edu/retnet/). Los genes asociados a RP se pueden
clasificar funcionalmente en cinco categorias: i) fototransduccion; ii)
metabolismo de la retina; iii) desarrollo tisular y mantenimiento; iv) estructura
celular y v) conexiones (splicing) (Berger et al., 2010). Dentro de los genes
relacionados con estructuras celulares, cabe mencionar la presencia de
numerosas mutaciones en genes asociadas al cilio primario o cilio conector que
estan relacionadas con RP (Wright et al., 2010).
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1.2.2.1. Caracteristicas clinicas de la retinosis pigmentaria.
SINTOMAS DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA

Ceguera nocturna o nictalopia. Se caracteriza por presentar una adaptacion
deficiente a la oscuridad y lugares poco iluminados. En las formas autosémica
recesivas y ligadas al cromosoma X, la enfermedad suele aparecer en los
primero diez afios de vida, mientras que en las formas dominantes lo hace en
la segunda década. Es uno de los signos mas distintivo de la enfermedad y se
debe a la degeneracién de los bastones. La ceguera nocturna no es un
sintoma especifico de RP, también puede acompafiar a otras distrofias
retinianas como la ceguera nocturna estacionaria.

Pérdida del campo visual. La segunda caracteristica o sintoma principal de la
RP es la reduccion progresiva del campo visual periférico, lo que se conoce
como “visién en tunel” y que obliga a las personas a girar la cabeza para ver lo
que hay a su alrededor (Figura 17).

Figura 17. Simulacion del campo visual periférico reducido de un paciente con RP (visién en
tunel) en comparacion con el campo visual de un individuo sano.

Disminucion de la agudeza visual. Suele aparecer después de los dos
sintomas anteriores y se manifiesta como la dificultad para percibir formas y
objetos.

Deslumbramientos y fotopsias. Perciben luces o pequefios flashes en la
periferia de su campo que dificultan la vision, sobre todo cuando hay excesiva
luz. Son similares a los que sufren pacientes con migrafia con aura visual.

Alteracién de la percepciéon de los colores. Aunque de forma inespecifica,
suele afectar mas al eje azul-amarillo. Se produce cuando la enfermedad esta

muy avanzada en casos donde los conos centrales estan afectados.
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Pérdida de la visiéon central. En casos avanzados de la enfermedad.

A nivel celular, los fenotipos iniciales estan relacionados con la afectacion de
los bastones. En etapas posteriores, la enfermedad puede afectar a los conos y
finalmente causar la ceguera completa. Los fotorreceptores empiezan a morir
lo que provoca una reduccion del espesor de la capa nuclear externa asi como
lesiones y/o depdsitos en el EPR. Antes de experimentar una pérdida de la
agudeza visual, los pacientes pueden ya haber perdido una cantidad
significativa de células fotorreceptoras.

DIAGNOSTICO DE LA RETINOSIS PIGMENTARIA.

La RP requiere de valoraciones tanto funcionales como estructurales para su
diagnostico, dichas evaluaciones tendran que ser valoradas dependiendo de la
fase en la que se encuentre la enfermedad ya que los parametros varian con el
avance de la misma. Dentro de la evaluacion estructural se encuentran las
siguientes pruebas:

Estudio del fondo de ojo mediante oftalmoscopia. Las tres caracteristicas
clasicas del fondo de ojo de un paciente con RP son: i) pigmentacion de tipo
espicula Osea; ii) atenuacion arteriolar y iii) palidez cérea del disco Optico
(Figura 18B). La pigmentacion de las espiculas Oseas representa el
desplazamiento hacia la retina del pigmento procedente del EPR, que se
acumula en los espacios intersticiales que rodean a los vasos retinianos y dan
lugar a la aparicion de depdsitos con forma de espiculas. El aspecto grisaceo
de un fondo de ojo suele estar relacionado con la pérdida de pigmento del
EPR, el epitelio se vuelve mas transparente y se pueden apreciar con claridad
los vasos coroideos subyacentes. Con la atrofia del EPR y de la coroides que
se produce en etapas mas avanzadas de la enfermedad, el fondo del ojo se
vuelve mas nitido y se visualizan con facilidad los vasos coroideos de mayor
tamano. Cuando la enfermedad llega a su fase final, la atenuacion vascular
puede ser tan intensa que los vasos retinianos pueden tener aspecto filiforme
(Verbakel et al., 2018).

A

Figura 18. Estudio de fondo de ojo. A) Retina de un individuo sano. B) Retina de un paciente
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con RP donde se observan las espiculas 6seas y la atrofia del nervio 6ptico y atenuacion
vascular (atrofia de los vasos que nutren la retina).

Estudio del arbol vascular mediante angiografia de fluoresceina (AGF).
Permite evaluar con precision la atenuacién vascular, que aparecen en etapas
tempranas, observandose un estrechamiento de las arteriolas hasta que
finalmente desaparecen. También permite la evaluacion de los cambios que se
producen en la macula en etapas avanzadas de la enfermedad (Verbakel et al.,
2018).

Estudio de la retina mediante tomografia de coherencia 6ptica (OCT). Nos
permite evaluar las diferentes capas de la retina y detectar los cambios que se
producen en las diferentes etapas de la enfermedad. Los cambios se pueden
detectar de manera precoz y ser medidos de forma objetiva. Las zonas de la
retina con pigmentacion anémala y en las que se encuentran espiculas 0seas
hiperreflectantes estan directamente relacionada con una disminucion en el
espesor de la misma.

Con respecto a la evaluacién oftalmolégica funcional se encuentran las
siguientes pruebas:

Estudio del campo visual o campimetria. Es una herramienta muy util para el
diagnostico y el seguimiento de la RP. Massof et al., observaron que podian
dividir a sus pacientes en funcion de la campimetria diferenciando entre RP de
tipo |, asociada a la pérdida de la sensibilidad de los bastones respecto a los
conos de manera precoz y a ceguera nocturna en la infancia y, por otro lado,
RP de tipo Il que se caracteriza por una pérdida regional y combinada de la
sensibilidad de los conos y bastones y por ceguera nocturna en adultos. No se
ha visto que los pacientes cambien de un tipo a otro y aunque esta clasificacion
no es un reflejo de subtipos genéticos, puede que el fenotipo de mutaciones
especificas de un gen determinado sea relativamente uniforme (Massof &
Finkelstein, 1981; Verbakel et al., 2018).

Prueba de adaptacion a la oscuridad. Son pruebas patologicas desde
estadios precoces de la enfermedad. Esta prueba detecta el aumento de la
sensibilidad de la retina al ir adaptando el ojo a la oscuridad. Cuando sujetos
sanos son expuestos a oscuridad después de una adaptacion con una fuente
de luz potente, reducen rapidamente el umbral psicofisico retiniano, utilizando
el sistema de conos, el cual esta estabilizado en 5 minutos aproximadamente.
A partir de ese momento, la adaptacion de los bastones aumenta lentamente,
antes de que se produzca una segunda adaptacion después de 30 minutos en
oscuridad (Verbakel et al., 2018).

Electrorretinograma (ERG). Es una prueba fundamental para el diagnostico
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que mide el potencial de accién de la retina. Con esta prueba es evaluada la
funcionalidad del fotorreceptor mediante respuestas eléctricas, las cuales en el
caso de la RP aparecen alteradas en fases muy tempranas. Gracias a esta
deteccion precoz, el ERG es una de las pruebas neurofisioldgicas mas fiables
en la para detectar precozmente la RP. El ERG consiste en aplicar flashes de
luz de diferentes intensidades y duraciones para estimular la retina, para ello se
emplea el electrorretindgrafo, que es el dispositivo que nos permite determinar
la intensidad y la duracion del flash. Durante la prueba, se coloca una lentilla
corneal sobre la cornea del paciente que hara de electrodo de registro
extravascular y recogera las respuestas que se produzcan a la estimulacion por
la luz y las enviara a un ordenador para su procesamiento. Los distintos tipos
de fotorreceptores presentan una fisiologia diferente entre ellos, por lo tanto a
la hora de evaluar sus respuestas, las condiciones de estimulacion para el
registro de sus respuestas también seran diferentes. En el caso de los ERG en
RP, se observa una reduccion de la respuesta de baja intensidad, inicialmente
en evaluacidn escotopica (bajo nivel de luz u oscuridad, para evaluar
principalmente bastones), que va empeorando conforme avanza la enfermedad
(Sandberg et al., 1996; Verbakel et al., 2018)

Otros examenes complementarios. Estudios genéticos de los pacientes y sus
familiares permiten determinar si presentan mutaciones en genes asociados
con la enfermedad.

1.2.2.2. Patrones de herencia de la retinosis pigmentaria.

La genética de la RP es muy compleja y aunque la forma ideal de clasificar la
RP deberia ser en funcion de la anomalia bioquimica y asociarla a datos
clinicos utiles y caracteristicos, aun se esta lejos de disponer de una
clasificacion unificada que sirva tanto para médicos, bidlogos y genetista.
Aunque existen multiples clasificaciones, la del modelo de herencia mendeliano
sigue siendo la mas utilizada y se clasifica en:

RP autosémica dominante (RPad). Es el segundo tipo mas frecuente de RP
hereditaria. Representa entre el 15-20% de los casos con 30 genes
identificados (Tabla 4). Son los casos en los cuales si uno de los padres
padece la enfermedad, se la puede transmitir a alguno de los hijos (Figura 19).
Aunque es una de las formas menos graves de retinosis, ya que los sintomas
aparecen mas tarde, la probabilidad de transmision a la descendencia es del
50% (Jay, 1982; D. Y. Wang et al., 2005).

RP autosémica recesiva (RPar). Es el tipo de RP hereditaria mas frecuente y
supone entre el 20-30% de los casos. Son aquellos casos en los cuales ambos
padres son portadores asintomaticos de la enfermedad, al tener solo uno de los
alelos afectados. La enfermedad se manifiesta en el caso de que el hijo reciba
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el alelo mutado de cada progenitor (Figura 19). La RPar afecta de la misma
manera a hombres y mujeres y la consanguinidad aumenta la probabilidad de
que un rasgo recesivo se manifieste. Su gravedad es mayor aunque las
posibilidades de transmision estan reducidas al 25%. Hasta la fecha, se han
identificado 63 genes para RPar (Tabla 4). Entre los genes con mas
prevalencia para el desarrollo de la enfermedad estdn EYS (Eyes Shut
Homolog of Drosophila), RPE65, PDE6A y PDEG6B (lsabelle Audo et al., 2010;
Barragan et al., 2010; Daiger et al., 2017; Ferrari et al., 2011; Hosono et al.,
2012).

Ah: A
T41% 1414

RP autosomica recesiva BP autosdmica dominante

m@#m n@*@ @iﬁg
T48F 1404 1414

RPx autosdmica recesiva: RPx autosdmica recesiva: RPx autosdmica recesiva:
Fladre portadora Madre afectada Padre afectado

1R14 1919

RPx autosamica dominante: RPx autosdmica dominante:
Madre afectada Padre afectado

SO L OO 1)
JALRA TR AIL

Figura 19. Patrones de herencia de la retinosis pigmentaria.

RP ligada al cromosoma X (RPx). Es el tipo de RP hereditaria menos
frecuente representando del 6-10% de los casos. A dia de hoy, se han
identificado 3 genes implicados en este tipo de herencia (Tabla 4). En estos
casos encontramos que el gen recesivo afectado se localiza en el cromosoma
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X por lo que la expresion fenotipica del gen esta ligada al género, lo que
significa que las mujeres son portadoras de gen andmalo pero solo se ven
afectados los varones (Figura 19). La RPx se caracteriza porque la enfermedad
no se transmite de varon a varén. Es la forma mas grave de RP ya que los
sintomas aparecen en edades temprana y la evolucion es muy rapida (Daiger
et al., 2017).

Otras formas de RP.

RP simple o esporadica. Aquellos casos en los que el afectado es el primer
miembro de su familia en padecer la enfermedad y sin una vinculacion a la
herencia (Figura 19). Suponen en torno al 70% de los casos de RP (Bessant et
al., 2001).

RP digénica. Es el tipo de RP hereditaria en el que los genes alterados que
provocan la enfermedad se localizan en dos cromosomas diferentes y la
interaccion entre ambos genes provoca la RP. Algunos casos se han asociado
con mutaciones heterocigosis simultaneas en los genes ROM1 y PRPH?2
(Daiger et al., 2017).

RP mitocondrial. Las mitocondrias tienen su ADN propio y son heredadas de la
madre (Figura 19). Defectos en el ADN mitocondrial conducen a una gran
variedad de trastornos sindrémicos, aunque su aparicion es variable debido a
la complejidad genética mitocondrial. Algunas de las formas del sindrome de
Usher, que provoca RP, se cree que heredan un patron mitocondrial (Bessant
et al., 2001).

Tabla 4. Genes causantes de RP identificados hasta la fecha.

Enfermedad LOCI GEN
RP autosémica RPE63 ADIPOR1, ARL3, BEST1, CA4,
dominante CRX, FSCN2, GUCA1B, HK1,

IMPDH1, IMPG1, KLHL7, NR2ES3,
NRL, PRPF3, PRPF4, PRPF6,
PRPF8, PRPF31, PRPH2, RDH12,
RHO, ROM1, RP1, RP9, RPE65,
SAG, SEMA4A, SNRNP200, SPP2,

TOPORS
RP autosémica RP22, RP29 ABCA4, AGBL5, AHR, ARHGEF18,
recesiva ARL6, ALR2BP, BBS1, BBS2,

BEST1, C2o0rf71, C80rf37, CERKL,
CLCC1, CLRN1, CNGA1, CNGBI1,
CRB1, CYP4Vv2, DHDDS, DHX38,
EMC1, EYS, FAM161A, GPR125,
HGSNAT,IDH3B, IFT140, IFT172,
IMPG2, KIAA1549, KIZ, LRAT, MAK,
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MERTK, MVK, NEK2, NEUROD1,
NR2E3, NRL, PDE6A, PEDG6B,
PED6G, POMGNT1, PRCD,
PROM1, RBP3, REEP6, RGR, RHO,
RLBP1, RP1, PR1L1, RPE65, SAG,
SAMD11, SLC7A14, SPATA7,
TRNT1, TTC8, TULP1, USH2A,
ZNF408, ZNF513

RP ligada al RP6, RP24, RP34 OFD1, RP2, RPGR

cromosoma X

Fuente: RETNET 2020 (https://sph.uth.edu/retnet/sum-dis.htm#B-diseases).

1.2.2.3. Gen EYES SHUT HOMOLOG (EYS).

En 2008, un equipo de investigadores liderado por el Dr. Bhattacharya y Dr.
Antifiolo, como resultado de un estudio genético realizado con 10 familias
espanolas, identificaron un nuevo gen asociado a RP autosémica recesiva, el
gen EYS correspondiente al locus RP25 (6q12. 1-6915). EYS (OMIM 612424,
NM_001142800) ocupa mas de 2 Mb de ADN gendmico, convirtiéndose en uno
de los genes de mayor tamafo expresados en el ojo humano. Los detalles
moleculares, clinicos y las investigaciones sobre el papel de EYS en la retina
se describen, a continuacion, en el articulo de revision bibliografica “Dissecting
the role of EYS in retinal degeneration: Clinical and molecular aspects and its
implications for future therapy” que se ha enviado a la revista cientifica
“Orphanet Journal of Rare Disease” y actualmente se encuentra en fase de
revision.
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1.2.2.3.1. Articulo 1.

Review: Dissecting the role of EYS in retinal degeneration: Clinical and
molecular aspects and its implications for future therapy.

Ana B Garcia-Delgado, Lourdes Valdes-Sanchez, Francisco J Diaz-Corrales,
Berta de la Cerda.

Manuscrito enviado a la revista “Orphanet Journal of Rare Disease” y
actualmente en fase de revision.
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1.3. Opciones terapéuticas para DMAE y RP.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las EDR comprenden un grupo de
patologias oftalmoldgicas que hasta la fecha tienen pocos o ningun tratamiento.
La complejidad genética de las EDR, asi como la diversidad de los
mecanismos moleculares que llevan a la muerte de los fotorreceptores y el
EPR ha limitado el poder encontrar tratamientos efectivos para estas
enfermedades. Sin embargo, los avances tecnoldgicos y cientificos de la ultima
década en biomedicina y ciencias de la vision han permitido desarrollar
tratamientos innovadores para muchas de estas EDR que hasta hace poco
eran incurables. Con la aparicion de las terapias avanzadas basadas tanto en
terapias de reemplazo de células y de expresion de genes, asi como, el estudio
de nuevas moléculas que pueden alcanzar y modular dianas terapéuticas
claves en el proceso degenerativo de la retina se ha abierto un nuevo abanico
de opciones terapéuticas en oftalmologia. Es importante destacar que ninguna
de las alternativas terapéuticas que se estan barajando a dia de hoy debe
verse como definitiva o excluyente del resto, sino complementaria de las
demas y aplicable en determinados momentos atendiendo al estadio de la
enfermedad. Las opciones terapéuticas para las EDR y el momento en el que
pueden ser aplicadas quedan resumidas en la Figura 20. Existen diferentes
enfoques terapéuticos, unos mas conservadores como el uso de farmacos o
medicamentos neuroprotectores y otros mas punteros en cuanto a desarrollos
tecnolégicos innovadores como las protesis artificiales y las terapias
avanzadas.

| Terapia génica |

| Terapia farmacologica |

I Neuroproteccion |

Terapia optogenetica

Protesis
artificiales

Terapia celular

Fotorreceptores || Degeneracion progresiva || Pérdida total de
no danados de fotorreceptores fotorreceptores

Progresion de la degeneracion de los fotorreceptores

Figura 20. Diferentes estrategias para tratar las enfermedades degenerativas de la retina. Las
terapias farmacoldgicas y neuroprotectoras son los mejores enfoques para tratar la enfermedad
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cuando la degeneracion de los fotorreceptores se esta iniciando o ya esta en curso. La terapia
génica es apropiada durante las primeras etapas de la enfermedad cuando los fotorreceptores
aun no estan dafiados. La terapia celular, la optogenética y las prétesis artificiales son
necesarias para restaurar la vision durante las ultimas etapas de la degeneracion de la retina.
Modificada de Scholl et al. (Scholl et al., 2016).

1.3.1. Terapia farmacolégica.

Los farmacos pueden compensar un defecto bioquimico y podria ser una
buena eleccion en los casos en los que se conocen algunos aspectos de la
fisiopatologia de las EDR.

En la actualidad, la unica terapia farmacoldgica disponible son inhibidores del
factor del crecimiento endotelial vascular (VEGF), indicados para el tratamiento
de la DMAE humeda. Los inhibidores de VEGF son principalmente anticuerpos
recombinantes, por lo que se trata de medicamentos caros parcialmente
eficientes en DMAE humeda que no proporcionan beneficios para la DMAE
seca. Ademas, su posologia de administracion en inyecciones intravitreas es
incomoda tanto para el oftalmélogo como el paciente, propensos a
complicaciones. Desde un punto de vista farmacodinamico, los anti-VEGF
actuan como supresores de la accion de VEGF, que aunque es una molécula
esencial en la patogenia de la NVC, también exhibe efectos troficos
beneficiosos sobre los coriocapilares que participan en el mantenimiento de la
funcién de la retina. Teniendo en cuenta lo anterior, en al actualidad se estan
llevando a cabo ensayos clinicos con nuevas moléculas que junto a VEGF se
estan aplicando para el tratamiento de DMAE neovascular. Algunos de estos
ensayos clinicos estan basados en el bloqueo combinado del VEGF y del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y, por otro lado, ensayos
basados en el uso de PEDF que disminuye los niveles de VEGF entre otros.
Estos ensayos estan demostrando resultados positivos para DMAE
neovascular (Mufioz-Ramon et al., 2020).

Hasta la fecha, no existe un tratamiento para la DMAE atrofica aunque se estan
llevando a cabo ensayos clinicos basandose en dos estrategias, por un lado,
las acciones destinadas a frenar la AG tanto como sea posible y limitarla a
areas lo mas alejadas posible de la macula, y por otro lado, tratamientos
centrados en la regeneracion de EPR vy fotorreceptores en los estadios
avanzados de la enfermedad. Los medicamentos que se estan probando para
contrarrestar la AG estan centrados en el control de la inflamacion actuando en
la cascada del complemento. Aun no hay resultados claros aunque si se ha
visto que en algunos pacientes la atrofia geografica ha disminuido (Mufioz-
Ramon et al., 2020).

Al igual que en la DMAE seca, en la actualidad no hay ningun tratamiento
farmacoldgico para otras distrofias de la retina. Multiples vias y mecanismos
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bioquimicos se ven afectados en los fotorreceptores de pacientes con
enfermedades degenerativas de la retina. Estas incluyen la fototransduccion, la
estructura de los IS y OS de los fotorreceptores, el cilio conector, el
metabolismo de los lipidos, la transcripcion y el empalme del acido ribonucleico
(ARN), el desarrollo retiniano y la funcion sinaptica. En el EPR, los mecanismos
afectados incluyen el ciclo visual, la fagocitosis, el trafico de membranas y el
transporte de iones. Esta complejidad fisiopatoldgica plantea desafios para el
desarrollo de nuevos tratamientos.

Los avances en genética molecular han permitido la identificacion de genes
que codifican enzimas y proteinas de union a retinoides del ciclo visual que
estan mutadas en enfermedades como la LCA, la enfermedad de Stargardt, las
distrofias de conos, las distrofias de conos y bastones y la RP. En la actualidad,
continua en marcha un ensayo clinico donde los pacientes estan siendo
tratados con acetato de 9-cis-retinilo (QLT091001), cuyo objetivo es evitar el
defecto bioquimico que causan la pérdida de dos enzimas esenciales en el
ciclo visual como son RPE65 y LRAT y que conducen a la ausencia de 17-cis
retinal y rodopsina con el consecuente deterioro de la funcion de los bastones y
la degeneracion de la retina. Los primeros resultados de este ensayo clinico
han mostrado la tolerancia al tratamiento y una funcidn visual mejorada
(Hussain et al., 2018).

En las enfermedades degenerativas de la retina causadas por mutaciones en
ABCAA4, un ciclo visual genéticamente defectuoso conlleva a la dimerizacion no
enzimatica de la vitamina A, lo que conduce a la agregacion de retinoides
toxicos y acumulacion de liposfuscina. Los ensayos clinicos que se estan
llevando a cabo con resultados positivos tienen como enfoque terapéutico el
secuestro de all-trans-retinal toéxico para reducir la disponibilidad de vitamina A
en los fotorreceptores usando inhibidores de RPE65 o antagonistas de la
proteina de union a retinol 4 o se administra por via oral vitamina A con C20,
reduciendo su dimerizacion (Sundaramurthi et al., 2019).

Por ultimo, mencionar los ensayos clinicos que se estan realizando con
medicamentos antiinflamatorios como la dexametasona, la minociclina y el
acetonido de fluocinolona, que estan mostrando una reduccién de la
inflamacion de la retina y una conservacion de la estructura y la funcion de la
misma. Por otro lado, se encuentran los ensayos clinicos con antioxidantes
como la N-acetilcisteina, protectora frente al estrés oxidativo promoviendo la
supervivencia de los conos e inhibiendo el eje proinflamatorio del factor de
necrosis tumoral alfa - factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de células B activadas (TNFa-NF/kB) (Sundaramurthi et al., 2019).
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1.3.2. Neuroproteccion.

Los enfoques neuroprotectores tienen como objetivo preservar la viabilidad
neuronal mediante el bloqueo de la muerte celular o fortaleciendo los
mecanismos enddgenos de supervivencia. Se han realizado estudios de varios
factores neurotroficos como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BNDF),
el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), el factor neurotréfico
derivado de células de la glia (GNDF) y el PEDF. Se ha evaluado la
neuroproteccion en términos de prevencion de la muerte celular de los
fotorreceptores o aumento de la liberacibn endogena de otras moléculas
neuroprotectoras demostrando ser eficaces en el tratamiento de enfermedades
degenerativas de la retina. Otro candidato neuroprotector bien estudiado es el
factor neurotréfico ciliar (CNTF), cuyos efectos neuroprotectores y el aumento
de la supervivencia de los conos y bastones se ha demostrado en modelos
animales de EDR. CNTF ha sido probada en ensayos clinicos utilizando la
tecnologia de células encapsuladas en el ojo demostrando una reduccion de la
degeneracion de los fotorreceptores (Mufioz-Ramon et al., 2020; Scholl et al.,
2016).

Durante los ultimos anos, se estan llevando a cabo numerosos ensayos
clinicos con factores neurotréficos y diferentes moléculas cuyos efectos
neuroprotectores parecen ser positivos. Cabe mencionar el factor protector de
conos derivado de bastones (RACVF) que se ha identificado como un
candidato prometedor para el tratamiento de la RP y otras distrofias de conos y
bastones. Este factor ofrece una opcién de tratamiento independiente de la
mutacion. También hay que mencionar un dispositivo de liberacion sostenida
de brimonidina, agonista de los receptores alfa-2, que ha demostrado su
capacidad de disminuir la progresion de la atrofia geografica de manera
significativa (Scholl et al., 2016; Sundaramurthi et al., 2019).

La levodopa que controla la liberacion de factores neurotréficos beneficiosos en
enfermedades neurodegenerativas y que se ha demostrado que retrasa el
desarrollo de la DMAE; el acido valpréico, que es un inhibidor de la histona
desacetilasa y cuyos estudios han demostrado que hay una mejora del campo
visual en pacientes con RP; y los cannabinoides, en concreto el cannabinoide
sintético HU-210 que conserva la funcion retiniana y reduce la pérdida de
fotorreceptores (Sundaramurthi et al., 2019).

Por ultimo, mencionar que en nuestro laboratorio también hemos llevado a
cabo algunos ensayos basados en la neuroproteccion con el fin de ofrecer esta
tipo de terapia a aquellos pacientes propensos de padecer la enfermedad, o en
pacientes en estadios muy tempranos con el fin de producir un enlentecimiento
en la progresion de la misma. A dia de hoy continuamos realizando estos
ensayos con diferentes moléculas derivadas del resveratrol y rasagilina (Diaz-
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Corrales et al., 2016; Garcia-Delgado et al., 2018; Valdés-Sanchez et al.,
2019).

1.3.3.Terapia génica.

Se puede definir como una forma experimental de tratamiento, incluida dentro
de la definicién de terapias avanzadas, que utiliza la transferencia de genes a
la células de un paciente para curar una enfermedad. La Agencia Espafola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) define terapias avanzadas
como aquellos medicamentos de uso humano basados en genes (terapia
geénica), células (terapia celular) o tejidos (ingenieria tisular) y que incluyen
productos de origen autdélogo, alogénico o xenogénico. Se trata de nuevas
estrategias terapéuticas y su desarrollo contribuira a ofrecer oportunidades
para algunas enfermedades que hasta el momento carecen de tratamientos
eficaces.

La autorizacion de comercializacion de estos medicamentos se realiza
mediante el procedimiento centralizado solicitado a la Agencia Europea de
Medicamentos (EMEA), en la que se ha creado en 2009 un comité
especializado, el Comité de Terapias Avanzadas. El Reglamento (CE)
N°1394/2007 del Parlamento Europeo y del Consejo de 13 de noviembre de
2007 sobre medicamentos de terapia avanzada contempla la exclusion de
algunos medicamentos de ese procedimiento centralizado y su autorizacion
corresponde a las autoridades nacionales, en el caso de Espafa a la AEMPS
(pagina web AEMPS: https://www.aemps.gob.es/medicamentos-de-uso-
humano/terapias-avanzadas/).

La terapia génica es un método que nos acerca al tratamiento de las patologias
que afectan al ser humano basadas en la transferencia de material genético a
las células de un individuo. Normalmente el fin de transferir material genético
es restablecer una funcién celular que estaba anulada o defectuosa, introducir
una nueva funcion o bien interferir con una funcion que ya existia. Las
diferentes estrategias de la terapia génica se basan en la combinacion de tres
elementos basicos: el material genético que se va a transferir; el método de
transferencia que suele ser mediante el uso de vectores virales que utilizan sus
capacidades biologicas propias para entrar en la célula; y el tipo celular que
incorporara dicho material genético (Ruiz Castellanos & Sangro, 2005).

La terapia de reemplazo de genes, también conocida como terapia de adicion o
aumento de genes, es la opcion mas sencilla para tratar enfermedades
hereditarias de la retina causadas por un defecto genético recesivo (Scholl et
al.,, 2016). En 2008, tres grupos de investigacion informaron del éxito al usar
vectores virales para administrar el gen RPE65 sano en la retina de tres
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pacientes con LCA. En estos ensayos, los pacientes recuperaron alguna
funcion visual sin efectos secundarios, lo que desperté en todo el mundo
interés en el uso de la terapia génica para el tratamiento de enfermedades de
la retina (Bainbridge et al., 2008a; Cideciyan et al., 2008a; Maguire et al.,
2008a). En la actualidad hay en marcha numerosos ensayos clinicos basados
en terapia génica para el tratamiento de las EDR.

1.3.3.1. Definicion y vias de administracion.

A menudo, una mutacion genética conduce a la produccién de una proteina
que exhibe una disminucién o ausencia de su funcion, o bien adquiere un papel
nuevo o perjudicial, lo que permite conocer la fisiopatologia de las
enfermedades asociadas a mutaciones. Los avances recientes han producido
dos enfoques terapéuticos para tratar estas enfermedades a nivel molecular: la
terapia génica y la edicion génica.

El Reglamento del Parlamento Europeo (CE N° 1394/2007) define a los
medicamentos de terapia génica como:

“Un medicamento bioldgico con las siguientes caracteristicas:

* incluye un principio activo que contiene un acido nucleico
recombinante o esta constituido por él, utilizado en seres
humanos, o administrado a los mismos, con objeto de regular,
reparar, sustituir, afiadir o eliminar una secuencia génica;

* Su efecto terapéutico, profilactico o diagnéstico depende
directamente de la secuencia del acido nucleico recombinante
que contenga, o del producto de la expresion genética de dicha
secuencia.

Los medicamentos de terapia génica no incluyen las vacunas contra
enfermedades infecciosas”.

Atendiendo a esta definicion, se puede decir que el objetivo final de la terapia
geénica es la transferencia de nuevo material genético a la célula diana con el
fin de modular la expresidén de las proteinas que estan alteradas, restablecer
una funcién celular que estaba anulada o defectuosa, introducir una nueva
funcion o interferir con una funcién ya existente (Novelli & Gruenert, 2002;
Wood et al.,, 2019). Teniendo en cuenta todo lo mencionado, hay diferentes
meétodos de actuacion como pueden ser:
- Sustitucion del gen mutado por una copia funcional del mismo. Se
utiliza para enfermedades de herencia recesiva y de herencia
dominante cuando se trata de una haplosuficiencia.
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- Inactivacion del gen mutado que no esta funcionando de la manera
adecuada o introduccidén de un gen entero nuevo, cuando se trata de
enfermedades autosémicas dominantes.

- Reparacion del gen anormal por una mutacidon selectiva que sea
capaz de revertir la situacion

- Regulacion del grado en el que un gen se encuentra sobre o infra-
expresado.

- Incorporacién de un gen nuevo cuyo material genético aporte efectos
beneficiosos de manera independiente al gen que esta danado
originalmente.

- Silenciamiento de un alelo defectuoso cuando el efecto sea tipo
dominante negativo.

Una enfermedad es candidata a ser tratada mediante terapia génica cuando se
conoce cual es el papel del gen en la fisiopatologia de la enfermedad (Flotte,
2007). Ademas, es necesaria la caracterizacion adecuada del sistema de
administracion del gen o vector, lo que va a permitir controlar su localizacién en
el organismo asi como la duracion de la expresion génica.

La terapia génica puede aplicarse a través de dos vias de administracion del
material genético (Figura 21). Por un lado, la terapia génica ex vivo que
consiste en la extraccion de las células del paciente a las que se le administra
el material genético terapéutico in vitro y posteriormente son incorporadas de
nuevo en el paciente. Por otro lado, la terapia génica in vivo, método mediante
el cual el material genético terapéutico es administrado directamente en las
células del paciente sin extraccion previa. Aunque el control del proceso es
mucho menor en el caso de la terapia in vivo, desde el punto de vista clinico y
farmacéutico, es mas aceptable su uso con respecto a la terapia ex vivo, ya
que permite la utilizacion de vias de administracion habituales.

La transfeccion celular, proceso mediante el cual se introducen las moléculas
de ADN en el nucleo celular, se lleva a cabo utilizando diferentes métodos. Una
de las posibilidades, en el caso de la terapia in vivo, es la administracion del
ADN desnudo, es decir, la doble hélice de ADN se multiplica en algun tipo de
bacteria y posteriormente es administrada. El principal inconveniente del uso
del ADN desnudo es la degradacion enzimatica. Para evitar dicha degradacion,
se utilizan los vectores, que son sistemas de administracidon que protegen al
plasmido, facilitan su captacion celular y lo liberan en el citoplasma lo que le
permite su correcta expresion. Existen dos tipos de vectores: virales y no
virales. Tradicionalmente, los vectores virales han sido los mas utilizados ya
que tienen mayores niveles de transfeccidon y de expresion del gen terapéutico.
A dia de hoy, los estudios en la tecnologia de los vectores no virales han dado
lugar al desarrollo de nuevas moléculas y técnicas con una eficiencia similar a
los virus que cuentan con la ventaja de que se pueden producir a gran escala y
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su baja inmunogenicidad (Aramburu del Boz et al., 2015; Pensado et al., 2016).

1
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2. Se corrigen los dafos en
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Figura 21. Tipos de terapia génica: ex vivo e in vivo. Imagen disefada con el software
BioRender.

1.3.3.2. Tipos de vectores usados en terapia génica.
* Vectores virales

Los virus se unen a las células diana donde liberan el material genético como
parte del ciclo de replicacién viral. El material genético liberado tiene
“‘instrucciones” para producir copias del virus y llevar a cabo el secuestro de la
maquinaria de produccion normal de la célula y de esta manera el virus
satisface sus propias necesidades.

A diferencia de los virus, los vectores virales son sistemas compuestos por
virus modificados genéticamente, lo que permite que el gen se exprese en las
células diana sin que se produzca la replicacion del virus. Estos sistemas son
altamente eficientes en cuanto a la transfeccion aunque el tamafio del ADN que
transportan es muy limitado. Ademas, presentan problemas de
inmunogenicidad y un alto potencial oncogénico (Heilbronn & Weger, 2010). En
terapia génica, cuatro tipos de virus son los mas utilizados para formar los
vectores virales: retrovirus, herpesvirus, adenovirus y virus adenoasociados
(AAV) (Robbins & Ghivizzani, 1998). En la figura 22 se muestran los cuatro
tipos de virus empleados como vectores y sus principales caracteristicas.
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Contiene ARN de cadena sencilla como genoma viral. El ARN virico se
transcribe a la inversa y produce ADN de doble cadena que se integra
en el genoma de la célula hospedadora.

Ventajas: expresién a largo plazo y produccién de grandes cantidades.
Inconvenientes: sélo son capaces de integrarse en células que se
replican.

Herpesvirus

Estd compuesto de ADN bicatenario lineal.
Ventajas: son capaces de llevar grandes secuencias de ADN extrafio

insertadas y pueden establecer infecciones latentes de larga duracién @
Inconvenientes: estrecha relacién con patologias graves y
desconocimiento de la biologia de algunos tipos de virus.

Adenovirus

Contienen ADN lineal de doble cadena
Ventajas; Son capaces de transferir el gen episomal de forma
eficiente en células y tejidos y se producen en grandes cantidades.
Inconvenientes: poca duracién de la expresion en la célula huésped,
lo que supone repetir la dosis.

Virus Adenoasociados

>y

Virus pequefios no autdnomos, que contienen ADN lineal de
cadena simple.

Ventajas: no se integran en el genoma del huésped, no patégeno
para humanos e infecta a células en divisién y quiescentes.
Inconvenientes: insertos pequefios, expresién duradera solo en
células que no se dividen. -

Figura 22. Tipos de vectores virales: retrovirus, herpesvirus, adenovirus y virus
adenoasociados. Imagen disefiada con el software BioRender.

* Vectores no virales

Son sistemas donde el ADN es replicado en bacterias y después se combina
con diferentes componentes como pueden ser polimeros, péptidos, lipidos o
mezcla de ellos. Aunque su capacidad de transfeccion es menor que la de los
vectores virales, son producidos a gran escala y su coste es bajo. Pueden
transportar moléculas de ADN mas grandes y son seguros ya que no son
inmunogénicos, ni oncogénicos puesto que el ADN que transportan no se
inserta en el genoma de las células. Algunos de los vectores no virales que
mas se usan en terapia génica se encuentran recogidos en la figura 23
(Adijanto & Naash, 2015; Cryan et al., 2004; de la Fuente et al., 2008; T. H. Kim
et al., 2004; G. Liu et al., 2001; Ramaswamy et al., 2003; Trapani et al., 2014;
Wasungu & Hoekstra, 2006; C. Zhang et al., 2004).

49



Introduccioén

Dendrimeros
Y Polimeros policatiénicos como poli L-lisina (PLL), polietilenimina (PEl),
\ N quitosano, dendrimeros y ciclodextrinas. Su caracteristica principal es
> kg que tiene carga positiva a pH fisiolégico, lo que da lugar a una
— ™S interaccion electrostatica entre el polimero con carga positiva y el ADN

AN con carga negativa, formandose un complejo llamado “poliplex”. La
dificultad de produccién a gran escala y la toxicidad son sus
inconvenientes principales. ’
Liposomas

Liposomas catidnicos, la técnica de uso recae en la carga eléctrica
negativa del ADN y la carga positiva de los lipidos catiénicos
forméndose un complejo lamado “lipoplex”, el cudl entra a las células
mediante endocitosis. Aungue han sido muy usados, se ha visto que
cierta toxicidad dosis-dependiente puede limitar su uso terapéutico.

Nanoparticulas

Nanoparticulas, pequefias estructuras con un tamafio que oscila
entre 1-100 nm que cuando tienen uso terapéutico se podrian
definir como una ultradispersién de estructuras supramoleculares,
normalmente poliméricas y que pueden alcanzar un tamaiio de
unos cientos de nm. Se pueden clasificar en nanoesferas o
nanocapsulas. Su disefio ha experimentado grandes avances con
los afios desde el uso de polimeros no biodegradables como
poliacrilamida hasta el uso de materiales como albGmina,
quitosato o compuestos lipidicos. También los avances han
mejorado el direccionamiento de las nanoparticulas como por
ejemplo su decoracién con ligandos que reconocen sitios
especificos de un tipo celular concreto

Figura 23. Tipos de vectores no virales usados en terapia génica: polimeros catidnicos,
liposomas cationicos y nanoparticulas. Abreviaturas: PLL (poli L-lisina); PEI (polietilenimina).
Imagen disefiada con el software BioRender.

* Otro tipo de transporte de ADN a la célula

Ademas de los vectores no virales quimicos anteriormente descritos hay que
mencionar los vectores no virales fisicos que facilitan el paso del ADN al
interior de las células (Trapani et al., 2014). Entre ellos destacan:

- Electroporacion que usa pulsos de alto voltaje para facilitar el paso
del ADN a través de la membrana celular

- Sonoporacion que a través de cavitacion producida con ultrasonidos
produce una disrupcion en la membrana celular.

- Bombardeo de particulas donde el ADN es recubierto por unas
pequefias particulas de oro o tungsteno, dichas particulas son
aceleradas por un pulso de gas o una descarga eléctrica y salen
“disparadas” hacia el interior de la célula ya que la fuerza fisica del
impacto supera la barrera de la membrana celular.
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La terapia génica es un método terapéutico que puede tratar una amplia gama
de enfermedades genéticas devastadoras que van desde la diabetes mellitus
tipo 1, la fibrosis quistica e incluso el cancer. Desde los primeros experimentos
realizados y aprobados en 1990, los primeros ensayos en humanos en 2003 y
el primer producto de terapia génica aprobado por la Union Europea en 2013,
el interés del sector privado en el uso de la terapia génica como producto
farmacéutico ha ido creciendo junto con los avances en la investigacion (Wood
et al., 2019). En el campo de las patologias oculares, las terapias avanzadas
ya son una realidad gracias a que el ojo presenta una serie de ventajas para el
uso de este tipo de terapias: es un organo externo y transparente, de facil
acceso tanto para la introduccién del material terapéutico como para la
monitorizacion de seguridad vy eficacia por evaluacion oftalmologica
(funduscopia, ERG, OCT, etc). Por otra parte, el ojo se encuentra relativamente
aislado del resto del organismo por la barrera hemato-ocular, lo que limita la
dispersion de virus, genes o células ectdpicas por el resto del organismo
(Ochakovski et al., 2017). Como prueba de estos avances, en 2018 fue
aprobado y comercializado el primer medicamento de terapia génica para
ceguera hereditaria causada por mutaciones en el gen RPE65. El tratamiento
consiste en una inyeccion en el espacio subretiniano de una dosis de virus
adeno-asociado de serotipo 2 (AAV2) que sirve como vector para una copia
funcional del gen RPEG65. El nombre de comercializacion es Luxturna® y es el
resultado de 14 afos de estudios preclinicos y clinicos en laboratorios de
Estados Unidos y Reino Unido. Los investigadores implicados en su desarrollo
han demostrado un claro beneficio en los pacientes tratados con esta terapia
de aumento génico, con mejoras en la sensibilidad a la luz, el campo visual y la
capacidad de deambulacidon (Russell et al., 2017). Los estudios iniciales de
terapia con RPE65, que demostraron seguridad y eficacia, supusieron un
enorme impulso en el campo de la terapia génica ocular (Bainbridge et al.,
2008a; Cideciyan et al., 2008a; Hauswirth et al., 2008; Maguire et al., 2008a).
Actualmente se estan desarrollando ensayos clinicos en fase I/ll para los
genes CHM (MacLaren et al., 2014), MERTK (del inglés proto-oncogen tyroine-
protein kinase MER) (Ghazi et al., 2016) y otros (www.clinicaltrials.gov).

A pesar de que la terapia de aumento de genes es muy prometedora, hay
dudas y problemas aun por resolver. Si con el tiempo se produce una pérdida
de eficacia clinica y fuera necesario re-administrar una segunda dosis de
AAV2, es muy posible que la respuesta inmune al virus sea activada. Por otra
parte, algunos ensayos han mostrado ineficacia terapéutica del aumento
geénico por falta de control de los niveles de expresion del gen ectopico o bien
por efecto dominante-negativo. Por ultimo, destacar la limitacion en el tamafno
de empaquetamiento de los vectores disponibles para terapia génica que hace
inviable esta aproximacion para enfermedades causadas por pérdida de
funcion con un ADN de gran tamafio como es el caso de EYS, ABCA4 y
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USHA2, que suponen mas del 25% de todas las retinopatias hereditarias
(Verbakel et al., 2018).

1.3.3.3. Edicion génica.

La terapia génica se ha definido histéricamente como la adicion de nuevos
genes a las células humanas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado
que la edicion del genoma es una prometedora tecnologia con la que puede
manipularse con precision la secuencia del genoma humano para lograr un
efecto terapéutico (Maeder & Gersbach, 2016). Esto incluye la correccion de
mutaciones que causan enfermedades, la adicion de genes terapéuticos a
sitios especificos del genoma y la eliminacion de genes letales o secuencias
del genoma.

Clasicamente, la manipulacion dirigida del genoma se puede conseguir
mediante recombinacion homodloga (RH), sin embargo, su baja eficiencia en
células de mamiferos, llegé a limitar el uso de esta estratégica. El disefio de
nucleasas dirigidas es un método de seleccion que aumenta la eficiencia de la
RH debido a la introduccion del corte en la doble cadena de ADN (DSBs, del
inglés DNA Double-Strand Breaks). En el caso de enfermedades monogénicas,
las herramientas de correccion incluyen nucleasas de dedos de zinc (ZFN, del
inglés Zinc-finger nucleases), nucleasas efectoras parecidas al activador
transcripcional (TALEN, del inglés transcription activator-like effector nucleases)
y repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas
(CRISPR, del inglés Clustered Regularly interspaced Short Palindromic
Repeats) — proteina asociada a CRISPR (Cas9, del inglés CRISPR-associated
protein) (Carroll et al., 2006; Cong et al., 2013; Sanjana et al., 2012). ZFNs y
TALENs son proteinas que se unen al ADN fusionadas a la nucleasa Fok1.
Fok1 actua como dimero y el DSB solamente se produce cuando las proteinas
quiméricas ZFNs o TALENSs actuan en las secuencias proximas. Sin embargo,
el sistema CRISPR-Cas9 corta las secuencias diana via nucleasa Cas9 usando
el ARN complementario como guia hacia al secuencia de ADN de interés. Una
vez que se ha creado una ruptura especifica de DSBs, la secuencia de acidos
nucleicos puede ser reparada al azar mediante recombinacion no homéloga
(NHEJ, del inglés non-homologous end joining), o especificamente mediante
recombinacion homologa (HDR, del inglés homology directed repair).
Resumiendo, los principios fundamentales de todas las tecnologias de edicion
de genes son: i) la creacion de rupturas del ADN bicatenario en sitios
especificos predeterminados y ii) correccion de estas rupturas de la doble
hebra mediante modificacion o introduccion de genes (Ceasar et al., 2016).

Comparando las tres herramientas de correccion citadas, el sistema CRISPR-
Cas9 posee algunas ventajas con respecto a los otros dos sistemas. En primer
lugar, el sistema CRISPR-Cas9 es mas facil de disefiar y de usar porque solo
requiere el disefio de un ARN simple en lugar de la sintesis de una proteina
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guia nueva como en el caso de ZFN y TALENs. Ademas, CRISPR-Cas9 puede
dirigirse simultaneamente a multiples sitios del ADN gendmico de las células si
se proporcionan multiples ARN simples (Dai et al., 2016).

* CRISPR-Cas9: definicion y aplicaciones.

La metodologia CRISPR-Cas9 (Figura 24) se basa en un sistema de defensa
bacteriano frente a otras bacterias y virus que introducen cortes de doble
cadena de ADN en secuencias especificas (Bhaya et al., 2011; Mojica et al.,
2005). Su manipulacion como herramienta biotecnoldgica permite disefiar e
introducir cambios en la secuencia de ADN gendmico de células eucariotas de
manera altamente especifica, por lo que en los ultimos afios CRIPR-Cas9 ha
adquirido numerosas aplicaciones biotecnologicas (Jinek et al., 2012).

sgARN

Secuencia diana Cas 9 2 ) i

,

LLLLLLL Lttt \
Recombinacidn %—-' Recombinacion
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Figura 24. Esquema que representa la edicion génica mediante el sistema CRISPR-Cas9.
Cas9 dirigida por el ARN guia (sgARN) corta el ADN en un sitio especifico gracias a la
presencia de la secuencia PAM (del inglés protospaacer adjacent motif). Las roturas que se
producen en la doble cadena se reparan mediante recombinacién no homodloga (NHEJ) o
recombinacion homodloga (HDR). Abreviaturas: sgARN (ARN guia); PAM (del inglés
protospaacer adjacent motif); NHEJ (recombinacion no homdloga); HDR (recombinacion
homdloga). Imagen disefiada con el software BioRender.

El sistema esta formado por una ribonucleoproteina (RNP) que contiene la
nucleasa, denominada Cas9 y es la que produce una rotura de doble cadena
en el ADN de la célula huésped, junto con el ARN guia, que lleva la informacion
de la especificidad de la secuencia (Dai et al., 2016; Jinek et al., 2012). Para
dirigir el corte a una secuencia diana, el ARN guia contiene una zona de
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restriccion denominada PAM (del inglés profospaacer adjacent motif). Se trata
de una secuencia de 2 a 6 bases adyacentes a la secuencia de reconocimiento
del ARN guia. En el caso de Cas9, la nucleasa mas usada hasta el momento,
procedente de Streptococcus pyogenes, la secuencia PAM es un triplete NGG.
Un corte de doble cadena en el ADN es incompatible con la supervivencia de la
célula, por lo que la actividad de la nucleasa induce la reparacion sin molde
homologo, o bien con un molde por recombinacion homdloga (lliakis et al.,
2004). La reparacion NHEJ genera mutaciones de insercion o delecion (indel) y
no requiere de un ADN molde, ademas este mecanismo tiene un nivel de
actividad en la célula muy superior al HDR, por lo que las aproximaciones
terapéuticas en las que el objetivo sea destruir la expresion de un gen son
mucho mas sencillas de alcanzar que cuando se trata de reparar una mutacion
especifica (Burnight et al., 2018).

CRISPR-Cas se puede utilizar para eliminar la expresion de genes especificos,
activar la expresion de otros, ayudar en la introduccion de ADN extrafio en el
genoma y modificar epigenéticamente el ADN in vivo (Cabral et al., 2017).
Similar a la terapia génica, los vectores virales recombinantes se usan
normalmente para administrar los componentes del sistema CRISPR-Cas a las
células de interés, pero existen otros métodos de administracion que incluyen
vectores no virales fisicos como por ejemplo la electroporacion, asi como otros
vectores no virales como liposomas y nanoparticulas (Lino et al., 2018).

Aunque estamos en una fase muy activa de innovacion y puesta a punto de
esta metodologia, ya ha habido ensayos prometedores para su uso
terapéutico. La primera demostraciéon de que este sistema se puede usar en
terapia, se realiz6 sobre modelos de ratén de tirosinemia, a los que se les
inyectd un sistema de edicion CRISPR-Cas9 y gracias a la recombinacion
homologa se llevo a cabo la correccidn de 1/250 hepatocitos. Posteriormente,
la expansion de las células corregidas tuvo un efecto terapéutico (Yin et al.,
2014). A pesar de que el uso de CRISPR-Cas para el tratamiento de
enfermedades aun esta en su infancia, existe un gran potencial para que esta
tecnologia tenga un impacto dentro de la oftalmologia, donde ya se esta
implantando con éxito a través del tratamiento ex vivo de células iPS derivadas
de pacientes enfermos con RP, LCA y otras (Bassuk et al., 2016; Cho et al.,
2018; Tang et al., 2016). Ademas, esta tecnologia se ha utilizado in vivo para
corregir una variedad de mutaciones en modelos de ratéon con distrofias
retinianas (Bassuk et al., 2016; Cho et al., 2018; W. H. Wu et al., 2016). Por
otro lado, se esta utilizando CRISPR-Cas para generar modelos animales que
permitan estudiar enfermedades humanas (H. Yang et al., 2013; Zuo et al.,
2017).

Una de las preocupaciones mas importantes que genera el sistema CRISPR-
Cas son las mutaciones no intencionadas que surgen por un corte esporadico
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de la doble hebra de ADN por inexactitud del direccionamiento de la guia de
ARN vy su reconocimiento defectuoso de la secuencia PAM. Esto ha llevado a
las areas de investigacion activas a aumentar la especificidad de CRISPR-Cas
y detectar mutaciones fuera del objetivo a través de predicciones de algoritmos
in silico, seleccidon in vitro y ensayos completos del genoma (Wood et al.,
2019).

Aunque los intereses del sector privado en la edicion de genes no han
progresado tanto como la terapia génica, ya comienza a causar un impacto.
Dos empresas estan a la vanguardia de los ensayos clinicos basados en
CRISPR-Cas. Editas Medicine (Cambridge, MA) anuncié recientemente su
intencion de presentar una nueva solicitud de un medicamento en investigacion
para tratar la LCA. Ademas, la compafiia planea tener tres ensayos clinicos en
etapa inicial y dos en etapa tardia para 2022. Por otro lado, CRISPR
Therapeutics (Zug, Suiza) esta llevando a cabo ensayos clinicos para tratar la
beta talasemia, un tipo de trastorno sanguineo hereditario que se caracteriza
por la sintesis reducida o ausencia de cadenas beta de hemoglobina lo que
provoca el desarrollo de anemia (Wood et al., 2019). Por lo tanto, se podria
concluir que aunque a dia de hoy CRISPR-Cas es un sistema que aun no ha
alcanzado su madurez, esta adquiriendo un fuerte impacto en la comunidad
cientifica y existe un gran potencial para que esta tecnologia sea empleada
para el tratamiento de enfermedades dentro del campo de la oftalmologia asi
como otras muchas areas.

1.3.4. Terapia optogenética.

La optogenética es una técnica combina métodos opticos (destellos de luz que
provienen de un laser o un diodo de emisor de luz (LED)) con métodos
genéticos para transferir a un grupo especifico de neuronas el ADN que
codifica proteinas de origen microbiano sensibles a la luz. Esta centrada en el
uso de opsinas microbianas que con una alta precision temporal, pueden ser
activadas por la luz. Estas opsinas destacan porque son capaces de cambiar
de configuracion ante una adecuada frecuencia electromagnética y abrir poros
en las membranas neuronales, produciendo una alteracion del nivel de
polarizacion de las neuronas. Ademas, estas opsinas son consideradas la parte
optica de la optogenética ya que tienen la capacidad de controlar su expresion
dentro de unas células y no de otras (Figura 25). Gracias a los avances en
biologia e ingenieria genética, este control genético es posible. La terapia
optogenética una herramienta ideal para identificar el funcionamiento de
circuitos cerebrales neuronales y esta levantando muchas expectativas dentro
de la comunidad neurocientifica, ya que supone un gran avance para estudiar y
tratar diversas enfermedades neurodegenerativas (Scholl et al., 2016; Tye &
Deisseroth, 2012)
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Estimulacidn eléctrica Estimulacion optogenética Inhibicion optogenatica

Figura 25. Principio de optogenética en neurociencia. Tanto para activar como para inhibir, la
optogenética resuelve el problema de falta de especificidad de estimulacion eléctrica. Solo las
neuronas que expresan opsinas son activadas por el laser. Modificada de Deisseroth
(Deisseroth, 2011).

En el campo de la oftalmologia, se han visto resultados prometedores en
modelos celulares y animales y los primeros ensayos clinicos se han iniciado,
concretamente en pacientes con RP donde se pretende aplicar la terapia
optogenética como forma de restaurar la vision al enfocar tipos especificos de
células en la retina con optogenes que permiten que las células no sensibles a
la luz se vuelvan sensibles (Scholl et al., 2016; Tye & Deisseroth, 2012).

1.3.5. Protesis artificiales.

Las proétesis retinianas son pequefios dispositivos que contienen
microelectrodos capaces de convertir la luz en impulsos eléctricos. Dentro del
ojo, se han implantado microchips en posicion epiretinal, subretinal y
supracoroidal. Cada tipo de implante tiene sus ventajas e inconvenientes
(Cheng et al., 2017). Actualmente se estan llevando a cabo investigaciones en
prétesis de retina, algunas de las cuales ya han sido aprobadas en Europa y
Estados Unidos. Entre estas estan, Argus Il de Second Sight Medical Products
(Figura 26) e IRIS Il de Pixium Visium que estan formadas por un conjunto de
electrodos multiples que se implantan en la zona epiretinal del ojo para
estimular eléctricamente las células ganglionares. Ambos dispositivos son
electrodos que requieren de la interacciéon de una serie de componentes como
una camara de video alojada en las gafas del paciente y una unidad de
procesamiento que procesa la imagen y convierte la informacion visual en un
patron espacio-temporal de estimulos eléctricos que eventualmente se envian
a los electrodos. La resolucion relativamente baja de los chips (60 electrodos
en el caso de Argus Il y 150 en el caso de IRIS Il) permite a los pacientes
experimentar percepciones simples, lo que indica que el cerebro puede
aprender a elaborar sefales primitivas de la retina. A dia de hoy ambos
dispositivos se han usado en pacientes afectados con RP aunque Argus Il ya
se ha empezado a implantar en casos de DMAE (Benfenati & Lanzani, 2018;

56



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina

Cheng et al., 2017; Ozmert & Arslan, 2019).

Los chips sensibles a la luz, compuestos de fotodiodos conectados a
electrodos estimulantes que imitan la funcidon de los fotorreceptores,
generalmente se implantan en el espacio subretiniano sustituyendo a los
fotorreceptores degenerados. Los dispositivos Alpha IMS de Retina Implant AG
y Prima de Pixium Visium (Figura 26), son chips activos en los que una gran
variedad de unidades de fotodiodos convierten la luz en una estimulacion
eléctrica de la retina externa. Alpha IMS es directamente sensible a luz
ambiental pero necesita cableado para la fuente de alimentacion. Por otro lado,
Prima se alimenta de forma inalambrica con un haz de infrarrojos que alimenta
y envia la informacion al chip fotovoltaico, pero necesita una camara externa
para convertir la imagen visual en la informacion y el suministro de infrarrojos.
Prima muestra una arquitectura mas avanzada en la que cada “unidad de
pixeles” se compone de 3 fotodiodos en serie que son sensibles a la luz
infrarroja y un electrodo que inyecta corriente en el tejido con un retorno
concentrado a nivel local que evita que la corriente se difunda a las areas
retinianas adyacentes. Alpha IMS se encuentra en una etapa avanzada de
experimentacion humana en pacientes con RP y ya ha sido aprobado su uso
en Europa, mientras que Prima se ha implantado en ratas y monos con
resultados prometedores de rescate visual y sus estudios estan centrados en la
aplicacidon del dispositivo en pacientes con DMAE seca atréfica (Benfenati &
Lanzani, 2018; Manfredi et al., 2019).

ARGUS I ALPHA IMS PRIMA
(Second Sight) (Retina Implant AG) (Pixium Vision)
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Figura 26. Ejemplos de algunas de las prétesis retinianas que actualmente se encuentran en
desarrollo. Abreviaturas: VPU (unidad de procesamiento de la vision); DS (DropSens); IR
(infrarrojo). Modificada de Manfredi et al. (Manfredi et al., 2019).
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A pesar de las propiedades tecnologicas avanzadas de los dispositivos
mencionados, los problemas comunes que presentan son la biocompatibilidad
limitada de los chips rigidos, la incapacidad de cubrir areas retinianas grandes,
altos niveles de impedancia y produccién de calor. Es por ello que actualmente
se estan llevando a cabo investigaciones con polimeros organicos que se
pueden fabricar facilmente y son compatibles con los tejidos debido a la
conformacién y biocompatibilidad intrinseca ya que se trata de polimeros de
carbono similares a las macromoléculas biolégicas. Cabe mencionar el poli (3-
hexiltiofeno-2,3-diilo) regioregular (RR-P3HT) ya que es el material mas
estudiado a dia de hoy para protesis organica de retina y el unico empleado
con éxito en experimentos in vivo hasta el momento (Benfenati & Lanzani,
2018; Manfredi et al., 2019).

1.3.6. Terapia celular.

El Reglamento del Parlamento Europeo (CE N° 1394/2007) define a los
medicamentos de terapia celular como:

“Un medicamento biolégico con las siguientes caracteristicas:

* contiene células o tejidos, o esta constituido por ellos, que ha sido
objeto de manipulacion sustancial de modo que se hayan alterado
sus caracteristicas  biologicas, funciones fisiologicas o
propiedades estructurales pertinentes para uso clinico previsto, o
por células o tejidos que no se pretende destinar a la misma
funcion esencial en el receptor y en el donante.

* se presenta con propiedades para ser usado por seres humanos,
o0 administrado a los mismos, con objeto de ftratar, prevenir o
diagnosticar una enfermedad mediante la accion farmacoldgica,
inmunologica o metabdlica de sus células o tejidos”

1.3.6.1. Células madre: definicion y clasificacion.

Una célula madre se define como aquella célula que tiene la capacidad de
renovarse durante la vida del organismo y al mismo tiempo produce una
progenie celular que madura y se diferencia en las células especificas de los
organos que constituyen. El equilibrio entre las poblaciones de células madre y
las células diferenciadas es fundamental para el desarrollo embrionario y para
el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos.

Como se ha mencionado, hay dos caracteristicas principales que definen a una
célula madre, su capacidad de autorrenovarse y su capacidad pluripotente
(Figura 27), ya que bajo ciertas condiciones fisiologicas o experimentales,
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puede ser inducida a convertirse en células con funciones especializadas
(Evans & Kaufman, 1981; Thomson, 1998). La autorrenovacion y la
pluripotencia hace que las células madre sean unicas. La capacidad
pluripotente es quizas la caracteristica mas relevante de las células madre
desde un punto de vista terapéutico, ya que las células madre tienen la
capacidad de diferenciarse a cualquier tipo de célula que constituya un
organismo adulto porque han demostrado que son capaces de diferenciarse
hacia las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo.

AUTORRENOVACION

CELULA MADRE |l

BRI PLURIPOTENCIA:
diferenciacién a
cualquier tipo

’ celular

:

Figura 27. Caracteristicas de las células madre. Las capacidades de autorrenovacion y de
pluripotencia son cruciales para la formacién de los 200 tipos celulares diferentes que forman
un individuo sano. Imagen disefiada con el software BioRender.

Hay dos formas de clasificar las células madre, dependido de su capacidad de
diferenciacion o potencial o dependiendo de su origen. Atendiendo a su
capacidad para diferenciarse en otros tipos celulares, las células madre pueden
ser totipotentes, pluripotentes, multipotentes o unipotentes.

Células totipotentes. Células madre que son capaces de diferenciarse en
todos los tipos celulares posibles. Tienen una capacidad de organizacion para
generar un organismo completo (Niwa, 2007). En mamiferos, solo el cigoto y
los primeros blastomeros son totipotentes.

Células pluripotentes. Células madre que pueden dar lugar a tipos celulares
de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. Se
diferencian de las totipotentes en que las células pluripotentes no dan lugar al
trofectodermo, que es el tejido que formara la placenta en un embridn en
desarrollo. Un ejemplo de células pluripotentes son las células de la masa
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celular interna (ICM), especificas del embridén temprano (Pera & Tam, 2010).

Células multipotentes. Células madre mas diferenciadas que pueden dar
lugar a todos los tipos celulares dentro de la misma capa germinal. Esta
propiedad es tipica de células madre adultas que permiten la regeneracion del
tejido dentro del 6rgano donde estan localizadas. Por ejemplo, las células
madre mesenquimales pueden dar lugar a células Oseas, musculares o
adiposas.

Células unipotentes. Células madre que solo pueden genera un tipo celular,
como por ejemplo las células madre espermatogoniales que solo pueden
formar espermatozoides (Jaenisch & Young, 2008).

Por otro lado, la clasificacidén de las células madre atendiendo a su origen tiene
en cuenta el tejido del que han sido aisladas y se pueden clasificar en células
madres embrionarias, células madre germinales y células madre somaticas o
adultas.

Células madre embrionarias (ESC). Son células derivadas del epiblasto del
blastocisto obtenidas en las fases iniciales del desarrollo embrionario. Se
pueden expandir de forma indefinida en condiciones de cultivos in vitro
adecuadas aunque es dificil encontrar una fuente estable de ESC humanas, y
ademas, hay que tener en cuenta las consideraciones éticas asociadas al uso
de embriones humanos para aislarlas (Evans & Kaufman, 1981; Thomson,
1998; J. Yu & Thomson, 2008)

Células madre germinales. Se aislan de la cresta germinal de un feto con
varias semanas de desarrollo y son las células que dan lugar a los gametos
(espermatozoides y ovocito) aunque potencialmente podrian originar otros tipos
celulares (J. Yu & Thomson, 2008)

Células madre adultas o somaticas. Son células indiferenciadas que se
localizan en tejidos adultos o fetales ya diferenciados. Tienen una capacidad
limitada de autorrenovarse y generalmente solo pueden diferenciarse en los
tipos celulares asociados con el tejido del que proceden. Muchos tejidos tienen
nichos de células madre somaticas, como es el caso del pancreas, el cerebro,
la médula 6sea, la piel, la sangre y el ojo, entre otros.

1.3.6.2. Células madre de pluripotencia inducida (iPSCs).

Durante muchos afos, atendiendo al “paisaje epigénético” descrito por Conrad
Waddington, la diferenciacion celular se considerd un proceso que se producia
en un unico sentido, es decir, desde un estado inmaduro hasta un estado
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diferenciado maduro, pensandose que la informacién genética que no era
necesaria se inactivaba o se eliminaba de forma definitiva en las células
relacionadas con un estado de diferenciaciéon especifico o totalmente
diferenciadas (Creighton & Waddington, 1958; Weismann et al., 1894).

En 1962, Sir John Gurdon logro transferir el nucleo de una célula somatica de
un renacuajo a un ovocito, generando ranas clonadas y demostrando que las
células somaticas son capaces de retener la informacion genética y que podian
revertir su estado diferenciado si eran manipuladas artificialmente (Gurdon,
1962). Ailos mas tarde, fue demostrado que forzando la expresion del gen de
diferenciacion miogénica 1 (Myod7) se permitia la conversién directa de
fibroblastos de raton en mioblastos (Davis et al., 1987).

Por lo tanto, se puede afirmar que tanto la transferencia nuclear de células
somaticas como la reprogramacion directa fueron dos descubrimientos que
sentaron las bases para desarrollar el concepto de “pluripotencia inducida”.
Aunque fue en el afo 2006 cuando Shinya Yamanaka y su grupo de
investigacion descubrieron las células madre de pluripotencia inducida (iPSCs),
lo que supuso un gran salto en esta area de investigacion ya que demostraron
que activando una serie de genes en las células somaticas se revertia su
estado diferenciado hacia un estado pluripotente. Este descubrimiento le
supuso ser galardonado con el Premio Nobel a finales de 2012.

1.3.6.3. Sistemas de reprogramacion.

Las iPSCs fueron generadas por primera vez utilizando retrovirus para
introducir y expresar ectdépicamente cuatro factores de transcripcion asociados
a pluripotencia (octamer-binding transcription factor 4 (Oct4), sex determining
region Y-box 2 (Sox2), Kruppel-like factor 4 (Klf4), avian myelocytomatosis viral
oncongen homolog c¢ (c-Myc)) (OSKM) definidos en células embrionarias y
adultas de raton (Takahashi & Yamanaka, 2006). Un afio después, Yamanaka
y colaboradores, utilizaron la misma metodologia para generar iPSC humanas
partiendo de fibroblastos humanos (Takahashi et al., 2007). Ese mismo afio y
de forma paralela, Yu y colaboradores reprogramaron fibroblastos humanos
utilizando los factores de transcripcion Oct4, Sox2, Nanog y Lin28 (J. Yu et al.,
2007).

Desde su descubrimiento, una gran variedad de células somaticas obtenidas
de diferentes tipos de tejidos han sido reprogramadas exitosamente para
generar iPSCs como por ejemplo: fibroblastos adultos y embrionarios
(Takahashi et al., 2007; J. Yu et al., 2007), queratinocitos (Aasen et al., 2008),
tejido adiposo (Sun et al., 2009), sangre periférica (Loh et al., 2009), sangre del
cordon umbilical (Giorgetti et al., 2009), células derivadas del liquido amnidtico
(Ye et al., 2009) y células precursoras neurales (J. B. Kim et al., 2009) entre
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otras.

La introduccién de los factores de transcripcion OSKM en las células diana es
un proceso esencial para inducir la pluripotencia. A dia de hoy, hay distintos
sistemas de reprogramacion que se agrupan en funcion de su naturaleza viral
(vectores virales y no virales) o de su capacidad para integrarse en el genoma
de la célula huésped (sistemas integrativos y no integrativos). Dentro de los
sistemas integrativos destaca el uso de lentivirus y retrovirus, aunque al ser
meétodos integrativos pueden producir alteraciones cromosdémicas e influir en
las caracteristicas de las lineas celulares obtenidas (Kang et al., 2015; Rony et
al., 2015; Schlaeger et al., 2015).

Se ha llevado a cabo el desarrollo de diferentes sistemas no integrativos como
son transposones, vectores lentivirales extraibles, vectores episomales y
minicirculares, vectores virales no integrativos (adenovirus y virus Sendai),
proteinas recombinantes, vectores sintéticos de ARN mensajero (ARNm) o
reprogramacion quimica con el fin de reducir o eliminar las posibles
alteraciones en el genoma y para mantener o mejorar la eficiencia del proceso
de reprogramacién (Malik & Rao, 2013).

Entre todos los métodos mencionados hay que destacar el virus Sendai (del
inglés Sendai virus, SV) ya que es uno de los métodos no integrativos mas
seguro y eficaz para reprogramar células somaticas dando lugar a iPSCs sin
alteraciones en el genoma (del inglés footprint-free iPSCs) (Schlaeger et al.,
2015). SV es un virus de ARN monocatenario negativo que no esta integrado
en el genoma del huésped y no es patdégeno para los humanos (Li et al., 2000).
El genoma del SV codifica para las distintas subnidades de la ARN polimerasa,
el receptor de acido sialico o hemaglutinina-neuraminidasa, las proteinas
estructurales que forman la envuelta viral y una proteina de fusion que se
activa por accion de una proteasa y fusiona la envuelta viral con la membrana
de la célula huésped. El SV destaca por dos propiedades fundamentales, por
un lado, se trata de un virus que infecta una gran cantidad células de distintas
especies animales debido al acido sialico, compuesto que esta presente en la
superficie de gran cantidad de especies animales, y es el mecanismo por el
cual el SV infecta a las células y por otro lado, los vectores de ARN que
componen el virus permanecen en el citoplasma, por lo tanto, no alteran la
informacion genética de la célula huésped ya que no se integran en su genoma
(Fusaki et al., 2009; Seki et al., 2010).

Para llevar a cabo la reprogramacion celular, se utilizan vectores del virus
donde se ha modificado el gen que codifica la proteina de fusién, y, también se
han introducido mutaciones para que determinadas proteinas sean sensibles a
la temperatura. Gracias a estas modificaciones se evita la transmision y
propagacion del virus hasta que finalmente son eliminados del citoplasma de la
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célula que infectan (Fusaki et al., 2009; Inoue et al., 2003). A dia de hoy, ya
existe un kit de reprogramacion de grado clinico (del inglés, CTS™
CytoTune™-iPS 2.1 Sendai Reprogramming Kit) lo que supone un
avance importante a la hora de reprogramar células somaticas bajo
condiciones de buenas practicas de produccion (GMP, del inglés Good
Manufacturing Practice). Por ultimo, mencionar algunos de los inconvenientes
del sistema SV entre los que conviene destacar la eliminacién del virus
relativamente lenta de la célula huésped y la dificultad de usar otros factores de
reprogramacion ya que se depende de un kit comercial (Schlaeger et al., 2015).

1.3.6.4. Cultivo y caracterizacion de iPSCs.

e Cultivo

Desde que las iPSCs fueron descubiertas en 2006, se han descrito
numerosas condiciones de cultivos con el fin de ir mejorando y satisfacer
todas las necesidades que presenta este tipo celular. Para mantener la
linea celular en unas condiciones de cultivo Optimas y que, ademas,
mantengan su capacidad pluripotente, es necesario que tanto el medio de
cultivo, las matrices como los métodos de subcultivo se utilicen de manera
adecuada.

Generalmente, se podrian distinguir dos sistemas de cultivo de iPSCs:
cultivos basados en el uso de células feeder o alimentadoras (feeder-
systems) y cultivos libres de células feeder o alimentadoras (feeder-free
systems) (Skottman & Hovatta, 2006).

Por un lado, los sistemas de cultivo feeder estan basados en el uso de
fibroblastos que se han inactivado mitéticamente y cuya funcién es
principalmente el enriquecimiento del medio de cultivo con proteinas de la
membrana extracelular y factores de crecimiento necesarios para el cultivo
de las iPSCs. Este tipo de sistemas se uso por primera vez para el
aislamiento y cultivo de ESCs vy, a dia de hoy, se sigue utilizando (Hoffman
& Carpenter, 2005; Skottman & Hovatta, 2006). Por otro lado, los sistemas
libres de feeders son aquellos en los que el medio es suplementado con
proteinas y factores de crecimiento que compensen la ausencia de las
células alimentadoras. El uso de estos sistemas permite realizar
experimentos de citometria de flujo o analisis molecular que no se pueden
realizar con los sistemas de cultivo feeders debido a la mezcla de tipos
celulares. Cuando es preciso cambiar de un sistema de cultivo con feeders
a otro sin feeders, es importante tener en cuenta que este pase puede ser
muy dafino para las células y deben utilizarse protocolos que se adapten
mejor a las células con las que estamos trabajando (Wagner & Welch,
2010).
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Conviene destacar que tanto para los sistemas feeders como para los libres
de feeders es imprescindible un correcto mantenimiento de los cultivos
basado principalmente en el cambio diario de medios y evitando la
diferenciacion celular mediante subcultivos realizados manera regular. Para
llevar a cabo el subcultivo celular, es necesario saber que las células se
levantan formando agregados o fragmentos, excepto en aquellos
experimentos donde sea necesario un separacion total de las células.
Ademas, para que el mantenimiento de las iPSCs sea el correcto, es muy
importante conocer el tamafio optimo de los agregados, ya que si son
demasiado pequefios no se adhieren al cultivo y si son demasiado grandes
de lo normal se diferencian (Beers et al., 2012; Skottman & Hovatta, 2006).

* Caracterizacion

Cuando se genera una nueva linea de iPSCs es necesario testar su calidad
mediante la caracterizacion de la misma. Para ello se llevan a cabo una
serie de pruebas donde se estudia la capacidad pluripotente de la linea
generada y se detectan las posibles anormalidades que pueden afectar al
comportamiento y seguridad celular. Por lo general, para realizar la
caracterizacion de una nueva linea de iPSCs se llevan a cabo las siguientes
pruebas (Adewumi et al., 2007; Crook et al., 2010; Marti et al., 2013):

v Estudio de la morfologia. Morfolégicamente, las colonias de iPSCs
obtenidas deben ser idénticas a las ESCs. Deben tener un ratio
nucleo/citoplasma elevado, bordes muy definidos y nucléolos
prominentes.

v' Evaluaciéon de la capacidad pluripotente. La detecciéon de la
capacidad pluripotente de la linea generada se puede estudiar a
través de su especifica actividad enzimatica mediante el uso de
enzimas como la fosfatasa alcalina que como resultado de su
actividad enzimatica aporta una coloracién azul/morada a las células
(Sharma et al., 2014). Posteriormente, para continuar confirmando la
capacidad pluripotente de la linea generada, se realizan técnicas de
inmunocitoquimica y microscopia o de inmunocitoquimica y
citometria de flujo donde se detectan marcadores de superficie como
por ejemplo SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 y TRA-1-81, y marcadores
intracelulares como por ejemplo NANOG, SOX2 y OCT4.

v' Estudios de expresion génica. Se estudia la expresion de genes
relacionados con la pluripotencia ya que las iPSCs tienen que tener
un perfil de marcadores similar a las ESCs. Estos genes son
NANOG, OCT4, SOX2 o TERT, entre otros. Por otro lado, a nivel de
expresion génica, es necesario confirmar el silenciamiento o
eliminacion de los vectores que se han utilizado para introducir los
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factores de reprogramacion en las células dianas.

v' Evaluacion de la estabilidad genética. Esta demostrado que largos
periodos de cultivo de las células iPSCs pueden dar lugar a
alteraciones cromosdmicas, por ello es necesario realizar técnicas de
cariotipado que verifiquen la ausencia de estas alteraciones.
Normalmente, para detectar cambios en la dotacion cromosomica de
las iPSCs, la técnica mas utilizada es el cariotipo convencional por
bandas G.

v Estudios de identificacién celular. Mediante analisis de microsatélites
(del inglés short tandem repeats, STRs) se estudia la huella genética
necesaria para confirmar que la linea de iPSCs generada procede de
la célula somatica de origen. Esta técnica también se utiliza para
detectar la presencia de un tipo celular de diferente origen, lo que
indicaria contaminacion por células feeders (si es el caso).

v' Capacidad de diferenciacion. Se puede llevar a cabo con ensayos in
vitro mediante la formacion de cuerpos embrionarios 0 ensayos in
vivo mediante la formacion de teratomas en ratones
inmunodeprimidos y se utiliza para estudiar la capacidad de las
iPSCs para diferenciarse hacia las tres capas germinales:
endodermo, ectodermo y mesodermo.

1.3.6.5. Aplicaciones biomédicas de las iPSCs.

La tecnologia de las iPSCs es una herramienta prometedora de gran potencial
para su uso en biomedicina. Las iPSCs son una fuente celular de facil acceso e
inagotable que tienen la capacidad de diferenciarse hacia cualquier tipo celular
bajo los estimulos adecuados. Ademas, las iPSCs se alejan de los problemas
éticos relacionados con las ESCs, ya que se obtienen sin necesidad de trabajar
con embriones humanos (Hirschi et al., 2014; J. Zhao et al., 2013).

Basandonos en estas propiedades y teniendo en cuenta que pueden utilizarse
para recapitular aspectos del desarrollo embrionario humano in vitro, las iPSCs
son reconocidas por tres aplicaciones fundamentales (Figura 28): i) modelos
celulares in vitro utilizados para el estudio de enfermedades humanas, ii)
testado de farmacos in vitro y iii) uso terapéutico en medicina regenerativa
mediante la generacion de lineas de iPSCs derivadas de individuos sanos o
lineas de iPSCs derivadas de pacientes con enfermedades genéticas cuyo
defecto genético es corregido gracias al uso de herramientas de edicion génica
(S. M. Wu & Hochedlinger, 2011; J. Zhao et al., 2013).
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Figura 28. Diferentes aplicaciones de las iPSCs en las patologias de la retina. Imagen
disefiada con el software BioRender.

1.3.6.6. iPSCs como modelo para enfermedades degenerativas de la
retina.

Las iPSCs se han convertido en una herramienta vital de investigacion aunque
aun quedan importantes barreras clinicas para su uso, como el potencial de
oncogenicidad, la falta de homogeneidad en poblaciones de células
diferenciadas, la inestabilidad genética y los recursos masivos necesarios para
generar lineas seguras y efectivas a partir de un paciente (Singh et al., 2018).

Hasta la fecha, hay numerosos trabajos publicados, algunos de ellos de
nuestro laboratorio, en los que se han generado lineas de iPSCs como modelo
celular in vitro de enfermedades de la retina (Figura 28) que pueden ayudarnos
a profundizar en el estudio de las bases moleculares de las mismas y
desarrollar terapias personalizadas, ya que es dificil recapitular muchas de
estas enfermedades en modelos de roedores (lkelle et al., 2020). Como
ejemplo, Lukovic et al. (2015) generaron iPSCs a partir de fibroblastos de un
paciente diagnosticado con una forma severa y de inicio temprano de RPar
causada por una mutacion en MERTK. Tras la diferenciacion de las iPSCs
hacia EPR, las células de EPR especificas del paciente mostraron una
fagocitosis defectuosa, fenotipo caracteristico por la deficiencia de MERTK ya
observado en modelos animales y humanos (Lukovic et al., 2015). Un modelo
de iIPSCs exitoso puede confirmar la causa genética de la enfermedad,
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recapitular el fenotipo de la misma, aclarar los mecanismos celulares de la
enfermedad, realizar un cribado de reactivos terapéuticos y disefar terapias
combinadas de células y genes (Doss & Sachinidis, 2019).

La mayoria de los modelos de iPSCs de EDR normalmente se han
desarrollado utilizando un enfoque bidimensional mediante la diferenciacion de
las iPSCs hacia EPR o fotorreceptores en funcion del tipo celular afectado por
el gen causante de la enfermedad. Un ejemplo que involucré la generacion de
organoides 3D fue el que realizaron Deng y col (2018) para el estudio de iPSCs
de pacientes con mutaciones en el gen regulador de GTPasa de retinosis
pigmentaria (RPGR, del inglés Retinitis Pigmentosa GTPase Regulator) que
causa una RPad afectando a la morfologia y funcién de los cilios. Los
organoides 3D de retina se generaron a partir de células epiteliales escamosas
del tracto urinario de tres pacientes enfermos y tres individuos sanos que
fueron reprogramadas para obtener las iIPSCs y posteriormente se
diferenciaron y organizaron como ocurre en la formacion de la retina fetal,
volviéndose electrofisiologicamente sensibles. La retina obtenida de las células
de los pacientes con la enfermedad mostré6 diferentes alteraciones
proporcionando una informacion significativa sobre la causa de pérdida de los
fotorreceptores que presentan los pacientes (W. L. Deng et al., 2018). En ese
mismo articulo, Deng y col. utilizaron el sistema CRISPR-Cas9 para corregir la
mutacion que provocaba la enfermedad obteniendo iPSCs corregidas. Al igual
que con las iPSCs mutantes, llevaron a cabo el proceso de diferenciacién de
las células corregidas y mostraron que habia una mejora bioquimica y
fisiologica significativa de estas con respecto a las mutantes (W. L. Deng et al.,
2018).

Por lo tanto, se puede decir que las iPSCs de pacientes con mutaciones
especificas pueden tratarse mediante edicion génica, sin embargo, existen
limitaciones para el uso de este sistema CRISPR-Cas9 en el caso de
enfermedades poligénicas mas complejas como es el caso de la DMAE o la
retinopatia diabética, ya que la enfermedad puede ser el resultado de variantes
genéticas combinadas con factores ambientales y sistémicos (lkelle et al.,
2020).

1.3.6.7. Células madre de pluripotencia inducida para el tratamiento de
enfermedades degenerativas de la retina.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las EDR son un grupo heterogéneo
de enfermedades que provocan una pérdida irreversible de la vision. Aunque
dichas patologias difieren fenotipicamente, todas tienen en comun los tipos
celulares de la retina que se ven afectados: fotorreceptores, EPR y vasos
coroideos subyacentes (Dalvi et al., 2019). La terapia basada en células madre
representa un nuevo enfoque terapéutico emergente mediante el cual se
pueden tratar las EDR. Las células madre podrian proporcionar una fuente
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ilimitada de células de reemplazo apropiadamente diferenciadas. Las terapias
de reemplazo celular pueden ayudar a ralentizar el proceso degenerativo o
proporcionar nuevos elementos celulares a la retina. Los trasplantes de células
diferenciadas a partir de células madre pueden suministrar enzimas que falten,
proporcionar factores de crecimiento y contrarrestar el proceso atrofico. Para el
tratamiento de las EDR a través de terapia celular se han utilizado diferentes
fuentes del material celular para los trasplantes.

Como se menciond anteriormente, las células madre embrionarias humanas se
derivan del blastocisto humano, mientras que las células madre pluripotentes
inducidas humanas pueden generarse a partir de fibroblastos humanos u otros
tipos de células adultas como las células sanguineas. Ambos tipos de células
se han empleado para generar y reemplazar células de la retina como
fotorreceptores y EPR (Scholl et al., 2016).

Descubiertas en 1998, las hESCs se derivan de la masa celular interna de un
embrion preimplantado producido por fertilizacion in vitro, lo puede suponer una
serie de inconvenientes como el rechazo del injerto después del trasplante, lo
que requeriria inmunosupresion sistémica previa al trasplante, asi como
razones éticas y practicas para generar una coleccion grande y suficientemente
diversa de lineas hESCs (Wood et al., 2019).

Por el otro lado, en 2006 con los trabajos de Yamanaka y Takahashi se
descubrié una nueva fuente de células pluripotentes. Las iPSCs son una fuente
de lineas de células madre autélogas o alogénicas que carecen de los
condicionantes éticos de las ESCs. A dia de hoy, siguen existiendo desafios
para encontrar la estrategia 6ptima para generar y usar iPSCs, ya que el largo
proceso de reprogramacion, cultivo y diferenciacion celular puede conducir a la
aparicion de mutaciones no deseadas (Takahashi & Yamanaka, 2006; Wood et
al., 2019).

Un tercer tipo de célula madre pluripotente se puede obtener mediante
transferencia nuclear, técnica mediante la cual el nucleo de una célula
somatica adulta es trasplantado en un ovocito sin nucleo para producir una
ESC genéticamente idéntica al donante nuclear. Estas células son mas dificiles
de generar que las iPSCs aunque tienen la capacidad de reemplazar las
mitocondrias envejecidas o enfermas, por lo que puede tener aplicaciones
clinicas en enfermedades mitocondriales (Wood et al., 2019).

Se estan llevando a cabo numerosos ensayos clinicos con células de EPR
derivadas de hESCs e hiPSCs. Estos ensayos clinicos pioneros deben revelar
los méritos relativos de los dos tipos de células madre para aplicaciones
clinicas; no solo en términos de seguridad y eficacia, sino también en términos
de eficiencia y consistencia en la generacion de células de la retina.
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La terapia celular de sustitucion representa un nuevo enfoque terapéutico
emergente mediante el cual se pueden tratar la EDR. En los ultimos afos se
han producido importantes avances en esta direccion, siendo la terapia de
sustitucion del EPR la opcidn que estda mas avanzada en pacientes con DMAE
(Chichagova et al., 2018; Dang et al.,, 2015) y en aquellas retinosis en las
cuales el tipo celular primariamente afectado es el EPR (Schwartz et al., 2015).
En la actualidad, para llevar a cabo el reemplazo del EPR (Figura 28) se estan
utilizando dos enfoques: i) inyeccion subretiniana de una suspension de células
de EPR Yy ii) trasplante de laminas de EPR (Wood et al., 2019).

Aparte de abundante informacion preclinica (Jin et al., 2019; Bin Lu et al., 2009;
M. Zarbin, 2016), hay numerosos ensayos clinicos que estan sentando las
bases para el futuro de esta terapéutica. En 2015, Astella Pharma (Tokio,
Japon), inicialmente conocida como Advanced Cell Technology, realiz6 varios
ensayos en fase I/ll para evaluar inyecciones subretinianas de suspensiones
celulares de EPR derivadas de ESCs humanas en pacientes con DMAE no
exudativa avanzada, distrofia macular de Stargardt o degeneracion macular
midpica y aunque se trataba de un ensayo de seguridad, observaron una leve
mejora en la vision de los pacientes tratados (Schwartz et al., 2015, 2016).

En 2018, se publicaron los resultados del primer ensayo clinico europeo que
utilizé una suspension de células del EPR derivadas de ESCs para tratar a
pacientes con la enfermedad de Stargardt. En este estudio, aunque no se
observaron eventos adversos graves, las mejoras en la agudeza visual no
fueron significativas concluyendo que la inyeccion subretiniana de suspension
de células EPR aunque es segura tiene un efecto terapéutico minimo (Mehat et
al., 2018). Una de las principales razones por las que estos estudios han
demostrado una baja eficacia, es el hecho de que las células de EPR
inyectadas en suspension dificiimente van a formar una monocapa que esté
funcionalmente polarizada con los fotorreceptores y la membrana de Bruch.
Fue este el principal motivo para pensar que una estrategia alternativa al uso
de suspensiones celulares de EPR era el trasplante de laminas de células de
EPR. Los estudios preclinicos han sugerido que la supervivencia y la funcion
de las células del EPR es mejor después del trasplante de laminas del EPR
(Diniz et al., 2013).

Actualmente, en Reino Unido, se encuentra en curso un ensayo clinico que
utiliza membranas de poliéster. En 2018, fueron publicados los resultados de
dicho ensayo clinico, en el que se realizo el trasplante de laminas de poliéster
con las células EPR derivada de ESCs humanas en dos pacientes con DMAE
humeda, mostrando una mejora de la agudeza visual de los pacientes v,
ademas, no se observaron reacciones adversas graves. (Da Cruz et al,
2018a). Por otro lado, también en 2018, Kashani y cols., implantaron una
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monocapa de EPR derivada de ESCs humanas en pacientes con DMAE no
exudativa, mostrando que los implantes permanecieron intactos en los ojos de
los pacientes durante 180 dias y ademas observaron una mejora en la
integracion de los fotorreceptores del paciente con la membrana de EPR
trasplantada (Kashani et al., 2018).

También ahora, en California se encuentra en curso un ensayo de fase /Il de
caracter prospectivo y de intervencidn aprobado por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (del inglés U.S. Food and Drug
Administration, FDA) para evaluar la seguridad y eficacia de un implante
subretiniano en pacientes con DMAE no exudativa avanzada. Se trata de una
monocapa polarizada de EPR derivado de ESCs humanas sembradas sobre
un sustrato de parileno ultrafino que trata de imitar a la membrana de Bruch. En
el analisis intermedio que se ha llevado a cabo durante la fase |, se ha visto
que ha habido integracion de la membrana trasplantada con los fotorreceptores
del huésped y una mejora de la agudeza visual sugiriendo dichos estudios que
las estrategias de reemplazo del EPR pueden retrasar la progresion de la
enfermedad o incluso restaurar la vision (Wood et al., 2019).

En 2017, el Instituto RIKEN de Japon presentd los datos del primer ensayo
clinico en fase | donde se utilizaron células de EPR derivadas de iPSCs
autologas humanas (Mandai et al., 2017). Las iPSCs se generaron a partir de
fibroblastos cutaneos de dos pacientes con DMAE neovascular avanzada y un
ano después de la cirugia se observo que la membrana trasplantada habia
permanecido intacta aunque no se observaron cambios en la agudeza visual.
Este ensayo fue detenido debido a la identificacion de mutaciones en el ADN
de las iPSCs que no fueron identificadas en los fibroblastos de partida. Poco
después, el ensayo fue reemplazado por un estudio que utilizé células iPSCs
alogénicas (Garber, 2015). Recientemente, se han introducido cambios en el
coctel de induccidn de las iPSCs y se han mejorado las estrategias de
transfeccion episomal no integradora, o que ha disminuido significativamente
las preocupaciones sobre el potencial oncogénico de las iPSCs. Como
consecuencia de estos avances, el Instituto Nacional del Ojo (del inglés
National Eye Institution, NEI) ha comenzado ensayos clinicos de fase I/lla en
pacientes con DMAE seca para probar la seguridad y eficacia de las células
EPR autdlogas derivadas de iPSCs (NCT04339764, 2020) (Ikelle et al., 2020).

Hasta hace unos meses, no habia ensayos clinicos de trasplante de células
fotorreceptoras derivadas de células madre pluripotentes. En octubre del 2020,
en el hospital de Kobe (Japdn), el grupo de investigacién liderado por Yasou
Kurimoto, ha llevado a cabo el primer trasplante de células fotorreceptoras
derivadas de iPSCs para tratar a una paciente con retinosis pigmentaria. Las
células fueron cultivadas en un tejido retiniano tridimensional utilizando
diversas moléculas dando lugar a los fotorreceptores que se han trasplantado
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en la retina del paciente. El paciente sera observado durante un afo para
comprobar que el organismo no rechaza las células trasplantadas y ademas se
investigara si las nuevas células realizan conexiones con las células del
huésped y transmiten informacion al cerebro.

Por ultimo, hay que destacar que aunque los resultados de los ensayos clinicos
que se estan realizando son prometedores, debemos ser cautelosos y tener un
alto grado de responsabilidad a la hora de comercializar los resultados al
publico, ya que hasta la fecha, la tecnologia iPSCs y la produccion de
organoides retinianos en 3D son desarrollos importantes que se encuentran
todavia en sus inicios y requieren de un refinamiento mayor. Ademas, el uso de
terapias combinadas, como la terapia génica, la celular y los medicamentos
neuroprotectores ampliara el abanico de tratamientos para estas
enfermedades, aunque aun queda camino por recorrer.
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Justificacion y objetivos

El descubrimiento de las células madre de pluripotencia inducida constituyen
una fuente celular prometedora ya son consideradas un nuevo instrumento
con gran potencial en Biomedicina debido a sus aplicaciones en ingenieria
tisular y medicina regenerativa permitiendo realizar trasplantes autdlogos vy,
ademas, su uso elude el conflicto ético derivado de la obtencion de células
madre embrionarias. En la actualidad, las terapias avanzadas han abierto la
posibilidad de tratar enfermedades degenerativas de la retina que
anteriormente no tenian cura. El trasplante de EPR derivado tanto de iPSCs
como de ESCs ha demostrado su seguridad en varios ensayos clinicos. Sin
embargo, la eficacia de los trasplantes de EPR mediante suspension celular es
menor que cuando estos trasplantes se realizan sobre membrana que
garantizan la polaridad del EPR.

Por otra parte, las iPSCs nos permiten el estudio de enfermedades humanas
en una placa de cultivo y su uso como una plataforma para profundizar en su
estudio, asi como para descubrir nuevos compuestos y dianas terapéuticas.
Sin embargo, en el caso de enfermedades hereditarias como la retinosis
pigmentaria, el trasplante de células autdlogas podria ser ineficaz ya que las
células a trasplantar tienen la mutacién original, es por ello, que el
descubrimiento de herramientas de edicion génica como CRISPR-Cas9, ha
supuesto otro gran avance en Biomedina y ha abierto la puerta para llevar a
cabo trasplantes autdlogos de células previamente tratadas a las que se le ha
corregido la mutacion causante de la enfermedad.

Por esta razdn, los objetivos llevados a cabo en la realizacién de este trabajo
de investigacion han sido:

Objetivo 1.

1. Generar lineas de iPSCs de pacientes con DMAE y de
individuos sanos para su diferenciacién en células de EPR, con
las cuales realizar trasplantes o insertos en animales de
experimentacion.

1.1.  Generar lineas de iPSC a partir de muestras de sangre de pacientes con
la enfermedad e individuos sanos.

1.2.  Caracterizar morfoldgica, fenotipica y molecularmente las células madre
de pluripotencia inducida obtenidas.

1.3. Evaluar los polimorfismos que presentan las células obtenidas a partir de
los pacientes con la enfermedad.
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1.4. Diferenciar las iPSCs de individuos sanos y pacientes hacia células de
EPR.

1.5. Trasplantar células de EPR derivadas de iPSCs de individuos sanos y
pacientes en ratones Nrf2”.

1.6. Evaluar los ratones tratados.

1.7.  Cultivar las células EPR derivadas de iPSCs de un individuo sano sobre
membrana de fibrina-agarosa.

1.8. Evaluar morfolégica y funcionalmente las células de EPR obtenidas.

1.9. Trasplantar la membrana de EPR-fibrina-agarosa en animales de
experimentacion.

1.10. Evaluar la seguridad del trasplante realizado en los animales tratados.

Objetivo 2.

2. Generar lineas de iPSCs de un individuo sano y paciente

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

con RP causada por una mutacion en el gen EYS, realizar la
correccion génica de la mutacion mediante CRISPR-Cas9 y
diferenciar hacia células de EPR.

Generar lineas de iPSCs a partir de muestras de sangre de pacientes
con la enfermedad e individuo sano.

Caracterizar morfoldgica, fenotipica y molecularmente las células madre
de pluripotencia inducida generadas.

Corregir la mutacion de las iPSCs del paciente con RP utilizando
CRISPR-Cas9 como herramienta de edicion génica.

Diferenciacién de iPSCs de individuo sano, paciente con la mutacion y
corregidas hacia células de EPR.

Evaluar el fenotipo de la enfermedad mediante estudios morfologicos y
funcionales.
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Meétodos y resultados

3.1. Articulo 2.

Generation of a human iPS cell line (CABi003-A) from a patient with age-related
macular degeneration carrying the CFH Y402H polymorphism.

Ana B Garcia-Delgado, Sofia M Calado, Lourdes M Valdes-Sanchez,

Adoracion Montero-Sanchez, Beatriz Ponte-Zufiga, Berta de la Cerda, Shom
Shanker Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales.

Stem Cell Research 2019 Jul;38:101473. doi:10.1016/j.scr.2019.101473. Epub
2019 May 29.
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ABSTRACT

Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of adult blindness in developed countries and is characterized by progressive degeneration of the
macula, the central region of the retina, A human induced pluripotent stem cell (hiP5C] line was derived from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from a
patient with a clinical diagnosis of dry AMD carrying the CFH Y402H polymorphism, Sendai virus was using for reprogramming and the pluripotent and differ-

entiation capacity of the cells were assessed by immunocytochemistry and RT-PCR.

Resource table

Unique stem cell line i-
dentifier
Alternative name(s) of
stem cell ling
Institution

Contact information of
distributor

Type of cell line

Crrigin

Additional origin info

Cell Spurce

Clonality

Method of reprogram-
ming

Genetic modification

Type of modification

Associated disease

Gene/locus

Method of modification

MName of Lansgene of -
esistance

Inducible/constilutive -

yslem

CABIDO3-A

OF 163/DHO5-C16

Andalusian Molecular Biology and Regenerative Medicine

Centre (CABIMER), Seville, Spain

PFrancisco Diaz-Corrales; francisco.diaz@eabimer.es

Induced pluripotent stem cell
Human

Age: 81

Sex: Femnale

Fthniciry: Caucasian

Peripheral blood monnnuclear cells
Clonal

Sendai viral reprogramming

Yes

Hereditary

Age-related macular degeneration

CFH/p Y402H polymorphism {rs1061170)
N/A

NiA

NiA

Dale archived/stock da-  2018/11/30
e
Cell line repository/ba-  hitpsss Shpsereg eo/wserseel line edin/ CABIGO3-A
nk
Ethical approval Cellular Reprograming Board of Andalusia. Ethical
Approval number: PR-01-2015

1. Resource utility

hiPSCs from AMD patients allow us the generation of a cellular
model to better understand the pathophysiology of the disease and to
test new therapeutic strategies.

2. Resource details

PBMCs were collected from 4 mL of peripheral blood sample from
81.year-old woman who was diagnosed with dry AMD carrying a
single-nucleotide polymorphism (SNP) in the complement factor H gene
(CFH) caused by a substitution of a thymine (T) for a cytosine (C) in the
position 1204 of the exon 9 (c.1204T = C p.Y402H), this is the most
frequent SNP linked to the risk of developing AMD (Toomey et al.,
2018}, The human reprogramming factors OCT3/4, ¢-MYC, KLF4, and
S0X2 (Takahashi ot al., 2007) were transduced into the PBMCs via the
non-integrative Sendai virus according to manufacturer’s instructions.
After 21-27 days, we obtained the hiPSC line DHO5-C16 (registered as

* Corresponding author at: Andalusian Molecular Biology and Regenerative Medicine Centre, Avda. Americo Vespucio N'24 Edif. CABIMER, Parque Cientifico y
Tecnoldgico Cartuja, 41092 Sevilla, Spain.
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Fig. 1. iPSC characterization.

CABIDO3-A at www . hPSCreg.com). To genotype the patient's PBMCs
(Monocytes) and the CABi0O03-A cell line, we performed DNA sequen-
cing to confirm the presence of the CFH polymorphism (G;T) compared
to a wild-type hiPSC line (T;T), the reverse and complement sequences
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are shown in Fig. 1A, At 27 days, hiPSC showed a typical stem-like
growth and morphological features, including high nuclear/cyto-
plasmic ratio, refractive edges and polygonal shape (Fig. 1B; arrow-
heads). To evaluate the pluripotency state of CABIO03-A cell line,
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alkaline phosphatase (Fig. 1B; AP) test and immunostaining for plur-
ipotency markers were performed (Fig. 1B). Qualitative assessment of a
panel of pluripotency markers was analyzed by RT-PCR, RNA samples
of the PBMCs (Monocytes) were used as negative control and RNA
samples of a previously characterized wild-type hiPSC line was used as
positive control (Fig. 1C). The expression level of endogenous plur-
ipotency markers NANOG and OCT4 was also quantified by qPCR re-
lative to the PBMCs (Fig. 1D). Moreover, pluripotency was tested by the
ability of CABiO03-A to generate the three germ layers in vitro: en-
doderm, mesoderm and ectoderm, as confirmed by immunofluorescent
staining of a-fetoprotein (AFP), actin-smoath muscle (ASM) and PAX-6,
respectively (Fig. 1E, left) and RT-PCR (Fig. 1E, right). Our results on
the karyolype analysis showed that the CABiD03-A cell line exhibited a
normal and diploid (46, XX) chromosomal content (Fig. |F) and the
genetic fingerprinting proved the genetic identity to parental mono-
nuclear blood cells. After eight cell culture passages, the clearance of
Sendai viral vector was checked by absence of gene cxpression corre-
sponding to the viral capsid (SeV) and the ectopic reprogramming
factors (c-MYC, KOS, KLF4) compared to iPSCs in passage 1, which was
used as positive control for viral expression, RNA samples of the PEMCs
(Monocytes) were nsed as negative control (Fig. 1G). Characterization
is summarized in Table 1. Mycoplasma test was negative (Supplemen-
tary Table 1).

3. Materials and methods
3.1. PBMCs primary culture

Ficoll-Plaque was used to isolate PBMCs from 4 mL of peripheral
blood using Vaeutainer® CPT™ tubes (BD Biosciences) and cultured for
one week in Expansion Medium (EM; QBSF-60 medium (Quality
Biological); S0ug/mL ascorbic acid (Sigma-Aldrich), 1% Pen/Strep
(Gibco), 50ng/mL SCF (StemCell Technologies), 10ng/mL IL-3
(StemCell Technologies), 2 Us/mL EPO (StemCell Technologies), 40 ng,/
mL IGF-1 (StemCell Technologies) and 1 pM Dexamethasone (Sigma-
Aldrich).

3.2, Reprogramming PEMCs to IPSC

PEMCs were transduced with CytoTune®-iPS 24 Sendai
Reprogramming Kit (Thermo Fisher Scientific), Briefly, 0.25 % 107 cells
were transduced using MOI of 5-5-3 (hKOS, he-MYC, hKLF4, respec-
tively). After 24h of incubation cells were collected, centrifuged and
seeded in a 24 well plate containing EM. Twao days later 0.1 % 107 cells
were lransferred onto a 6 well plated covered with 0.25 x 10° irra-
diated human foetal foreskin fibroblasts (ATCC CRL2429) in QBSF-60
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medium (Quality Biological), supplemented with 50 pg/mL ascorbic
acid (Sigma-Aldrich) and 1% Pen/Strep (Gibeo). Seven days post-
transduction, culture medium was replaced by iPS medium (KO DMEM
(Gibeo), 20% KO serum (Gibco), 1% GlutaMAX (Gibco), 1% MEM
NEAA (Gibco), 0.23mM P-mercaptoethanol (Gibeo), 1% Pen/Strep
(Gibeco), 10 ng/mL bFGF (Peprotech)). Individual colonies with stem-
like morphology, including CABIO03-A (clone 16), were manually iso-
lated and expanded 21 to 27 days post-transduction. hiPSCs were cul-
tured on 6 well plate coated 0,25 x 10" irradiated human foetal fore-
skin fibroblasts (irHFF) and mantained in iPS medium with change of
medium three-times per week. The hiPSCs were mechanically passage
once a week with a 1:3 split ratio. All cell culture was performed at
37 °C in humidified almosphere containing 5% €O, and 20% Oa.

3.3. SNP sequencing

Genomic DNA from hiPSCs was isolated using the QlAamp DNA
Blood mini kit ((Magen). Primers for exon 9 of GFH gene were used for
amplification and directed sequencing was made with complement and
reverse primer as described in Table 2,

3.4, Inmmmocytochemistry

Cells were allowed to grow in glass coverslip and washed in ice-cold
PBS before fixation in 4% PFA, for 15 min. Fixed cells were washed
twice in PBS and placed in blocking solution (2% donkey serum in 0.2%
Triton-X 100,/PBS) for 1h at room temperature, Cells were incubated
for 1h at room temperature with the primary antibody in blocking
solution. After incubation, samples were washed 3 times in 0.2%
Triton-X100/PBS, and incubated with the secondary antibodies in
blocking solution at room temperature for 1 h. After 3 washes, cover-
slips were mounted with Vestashield mounting medium (Vector H-
1200} containing 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Imaging was
performed in a fluorescence microscope Leica DMB000 B. Antibodies
are listed in Table 2.

3.5. RT-PCR and qPCR for detection of viral cleanance and pluripotency
markers

Total RNA was isolated from cultured hiPSC cells with Rneasy Mini
Kit (Qiagen) and treated with Dnasel (Qiagen) to removed genomic
DNA contamination. 1 pg of total RNA was used as template to obtain
eDNA, using QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen). Viral
clearance and pluripotency markers detection were analyzed using the
primers described in Table 2. RT-PCR reaction was performed using
MyTaq DNA Polymerase (Bioline GmbH) using Veriti™ 96-Well Thermal

Table 1
Characterization and validation.
Classification Test Resull Dala
Morphology Photography Wisual record of the line: Normal 1 panel B
Phenotype Qualitative analysis: immunocytochemistry” and — Positive for: Octd, Nanog, SOX2, panel B and C
RT-PCR RT-PCH: NANOG, 50XZ, TERT, OCT4
Quantitative analysis: gPCR Positive for: Manog and OCT4 Fig. 1 panel D
Genotype Karyotype (G-banding) and resolution 46 XX, Band resolution: 400-550 Fig. 1 panel F
Identity Microsatellite PCR (mPCR) OR Mot performed N/A
STR analvsis 10 lovi analyzed: all marched with patients monneytes Available with the authars.
Mutation analysis {Tf Applicable}  Sequencing Heterozygous mutation CFF exon 9 ¢1204T = © Fig. 1 panal A
Southern Blot OR WGS MNAA M
Microbiology and viralogy Mycoplasma Mycoplasma testing hy luminescence: Megative Supplementary Table |
Differentiation patential Embryaoid body formation Immunocytochemistry of AFP (endoderm), ASM (mesoderm}  Fig | panel E
and PAXG (ectoderm].
RT-PCR of S0X17 (endoderm), M5X1 (mesoderm) and MAP2
[ectoderm).
Donor sereening (Optionaly HIV 1 + 2 Hepatilis B, Hepatilis C MN/A NAA
Genolype additicnal infu Blood group genotyping N/A N/AA
(Oplivnal ¥ HLA tissue Lyping N/A NAA
i
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Table 2
Reagents details.
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Antibodies used for immunocytochemistry Aflow-citometry

Antibody Dilution Company Cat # and RRID
Pluripatency markers Rabbit anti-OCT4 1400 Cell Signaling Technology Cat# 2840, RRID:AB 2167691
Rabbit anti-NANOG 1:400 Cell Signaling Technology Cat# 4903, RRID:AB 10559205
Rabhit anci-50X2 1:400 Cell Signaling Technology Cat# 3579, RRID:AB 2195767
Differentiatiom markers Rabhit anti- PAXG 12100 Biolegend, Car2 PRB-278P RRID:ABR 2749901
Mouse anti-A54 1:300 Sigma-Aldrich Cat# AS228, RRITRAR_ 262054

Mouse anti-AFP
Donkey anti-Mouse 488
Donkey anti-Rabbit 504

Secondary antibodies

1:20 Sigma-Aldrich Cat# A5228, RRITEAB_262054
1:500 Malecular Probes Cat# A-21202, RRITeAR_ 141607
L1500 Molecular Probes Cat# A-21207, RRID:AB_141637

Primers

Target size (bp)

Forward/Reverse primer (537

Episomal Plasmids (RT-PCR)
Episomal Plasmids (RT-PCR)
Episomal Plasmids {RT-PCR)
Episomal Plasmids (RT-PCR)
Pluripotency Markers (RT-PCR)

SeV plasmid/ 181 by
KOS plasmid/528 bp
KLF4 plasmid/410 bp
e-MYC plasmid/532 bp
MANOG 260 bp

Pluripatency Markers (RT-PCR) OCT4,/165 bp
Pluripotency Markers (RT-PCR) S0X2/181 hp
Pluripatency Markers (RT-PCR) TERT./259 hp
Differentiation Patential (RT-PCR] MAP2/225 bp
Differentiation Potential (RT-PCR) MSX1 /350 bp
Differentiation Potential (RT-PCR) SOX17/182 bp
House-Keeping Genes (RT-PCR) GAPDXH/ 86 bp

Genatyping CFlI exon 97126 bp

GOATCACTAGGTGATATCGAGC/ ACCAGACAAGAGT ITAAGAGATATGTATC
ATGCACCGC L ACGACH L GAGCGC ACTT TGACAN TCCTON TG T GG
TICCTGCATGCCAGAGGAGCCC/ AATGTATCGAAGGTGCTCAA
TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
CCAAATTCTCCTGCCAGTGAC/CACGTGGTTTCCAAACAAGAAA
AAGCCCTCATTTCACCAGG/CTTGGAAGCTTAGCCAGGTC
TCACATGTCCCAGCACTACC/ CCCATTTCCCTCGTTTTTCT
GOGTTTGGTGGATGATTTCT/ GGCATAGCTGCAGTAGTCGE
GCACGCCTGCAGCTTGCATC, TCTCCACCACCCCGTACGCA
CGAGAGGACCOCGTGGATGCAGAG/ GGCGGCCATCTTCAGCTTCTCCAG
CGCTTTCATGGTGTGGGCTAAGGACG TAGTTGGGGTGGTCCTGCATGTGCTG
TGCACCACCAACTGCTTAGC/ GGCATGGACTGTGGTCATGAG
GAAAATGTTATTTTCCTTATTTGGAAAATGG GACACGGATGCATCTGGGA

Cycler 9902 (Applied Biosystems) with the program: 35 cycles of 94 °'C
for 158, 58°C for 455 and 72°C for 455 (for GADPH, 30 cycles). PCR
products were analyzed on 2% agarose gels (Pronadisa). For gPCR a
CFX96 Realtime PCR detection system (BioRad) was used with a pro-
gram: 95 °C for 1 min followed by 40 cycles of 95 °C for 15s and 60°C
for 1 min. Triplicate reactions were prepared with TagMan Gene ex-
pression Master Mix and TagMan probes: NANOG (HsD2387400g1),
OCT4 (Hs0165480751) and GADPH (Hs02786624g1), all for Applied
Biosystems.

3.6. Three lineage differentiation

In vitro differentiation was performed by embryoid body (EB) for-
mation to generated the three germ layers (endoderm, mesoderm and
ectoderm). The hiP5Cs were separated manually from feeder cells and
cultured in non-adherent conditions in iPS medium without bFGF for
the following 7 days. Then, the EBs were seeded on glass coverslips and
plates treated with 0,1% gelatin for 2 h/RT and enltured between 7 and
9days with EBs medium (DMEM/F12 (Thermo Scientific), 10% FBS
(Gibeo), 1% GlutaMAX (Gibeo), 1% MEM NEAA (Gibeo) and 1% Pen/
Strep (Gibca)). The EBs were analyzed by immunofluorescence and RT-
PCR.

3.7. Koryotype analysis

Metaphase arrest was performed as usually and 30 metaphase were
counted and genome integrity of the hiPS cells was analyzed by G-
banding at 400-550 band resclution in Biobanco de Sistema Sanitario
Publico, Granada, Spain.

3.8. Fingerprinting

Genomic DNA from PBMC's and hiPS cells were extracted using
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QIAamp DNA Blood mini kit (Qiagen). STR analysis was performed by
Biobanco de Sistema Sanitario Publico, Granada, Spain using the
GenePrint 10 System (Promega) to check STRs for AMEL, CSF1PO,
D135317, D165539, D21511, D55818, D7S820, THO1, TPOX and vWA.

3.9. Mycoplasma detection

The presence of mycoplasma was tested regularly by luminescence
using the MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza)
{Supplementary Table 1).
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at htips://
doi,org/10.1016/.5cr.2019.101473.
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3.1.1. Informacion adicional del articulo 2.

Supplementary Table 1

MycoAlert Plus""
(04/02/2019)

Sample Read B/Read A

C+ 39,59

C- 0,06

CABIO03-A 0,26

The manufacturer considers a negative value for mycoclasma contamination when Read
B/Read A is less than 1.
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3.1.2. Anexo Articulo 2 (datos no publicados).
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3.2. Articulo 3.

Subretinal transplant of induced pluripotent stem cell-derived retinal pigment
epithelium on nanostructured fibrin—agarose.

Ana B Garcia-Delgado*, Berta de la Cerda*, Julia Alba-Amador, Lourdes M
Valdes-Sanchez, Beatriz Fernandez-Munoz, Isabel Relimpio-Lopez, Enrique
Rodriguez de la Rua, Andrea Diez-Lloret, Sofia M Calado, Rosario Sanchez-
Pernaute, Shom S Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales.

* equal contribution author

Tissue Eng Part A. 2019 May;25(9-10):799-808. doi:
10.1089/ten.TEA.2019.007.
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ENGINEERED TISSUES DERIVED FROM INDUCED-PLURIPOTENT STEM CELLS (IPSCs) FOR DISEASE
MODELING, DRUG DISCOVERY, AND REPLACEMENT THERAPIES*

Subretinal Transplant of Induced Pluripotent
Stem Cell-Derived Retinal Pigment Epithelium
on Nanostructured Fibrin-Agarose

Ana B. Garcia Delgado, MSc,"™ Berta de la Cerda, PhD,""" Julia Alba Amador, MSc?

Maria Lourdes Valdés Sanchez, PhD, Beatriz Fernandez-Munioz, PhD/? Isabel Relimpio Lopez, PAD
Enrique Rodriguez de la Rua, PhD®* Andrea Diez Lloret, PhD," Sofia M. Calado, PhD|

Rosario Sanchez Pernaute, PhDZ Shom S. Bhattacharya, PhD,' and Francisco J. Diaz Corrales, PhD'

Damage to the retinal pigment epithelium (RPE) in age-related macular degeneration and other diseases results
in photoreceptor cell death and blindness. Replacement of RPE is therefore being explored as a therapy for
several retinal diseases. To move toward a future personalized autologous transplant approach, we have pre-
pared a biocompatible implant using RPE derived from induced pluripotent stem cells (iPSCs) reprogrammed
from a healthy donor's monocytes. The correct positioning of the polarized RPE is essential to fulfill its role and
protect photoreceptors from degeneration. Hence, we have used a biocompatible hydrogel matrix of fibrin and
agarose that allows the surgical placement of an RPE sheet in the subretinal space. keeping its functional
orientation. OQur aim was to demonstrate safety and viability of the transplant in preclinical models. Pigs were
used to test the feasibility of a regular vitreoretinal surgery. Qur results show that this implant is suitable for
subretinal transplantation allowing human RPE cells to survive and maintain their phenotype and orientation
without any local or systemic adverse events. The ability to transplant the iPSC-derived RPE sheet in its natural
orientation will surely increase the chance to obtain a therapeutic effect in future translational studies.

Keywords: macular degeneration, retinal pigment epithelium, induced pluripotent stem cells, subretinal im-
plant, fibrin-agarose hydrogel

Impact Statement

In the promising field of cellular therapy for retinal degenerative diseases, a new biomaterial is proposed as a scaffold to
grow and surgically introduce a monolayer of retinal pigment epithelial cells into the subretinal space. keeping the
orientation of the cells for a proper tunctional integration of the transplant. The use of induced pluripotent stem cells as the
starting material for retinal pigment epithelial cells is intended to advance toward a personalized medicine approach.

Introduction

A(iE-REI_:\'I'ED MACULAR DEGENERATION (AMD) and
other degenerative diseases of the retina, such as Star-
gardt discase, affect primarily the retinal pigment epithelium
(RPE) layer of the retina. Being the monolayer of RPE cells
essential for the correct function and survival of the pho-
toreceptor cells, the natural course of any dysfunction or

degenerative process of the RPE is the subsequent death of
photoreceptor cells leading to blindness.' Currently, there is
no treatment to prevent, delay, or restore the damaged RPE;
therefore, cellular replacement therapies appear as an at-
tractive alternative for the treatment of these discases.”
The RPE cell layer is a highly polarized monostratified
epithelium with specialized apical microvilli that interact
with the photoreceptor cells and basolateral tight junctions

tkegcncrut ion and Cell Therapy Department, Andalusian Center for Molecular Biology and Regenerative Medicine (CABIMER), Seville. Spain.
“Umdad de Produceion y Reprogramacion Celular, Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas, Sevilla, Spain.

*University Hospital Virgen Macarena, Sevilla, Spain.

*RETICS Oftared, Carlos III Institute of Health {Spain), Ministry of Health RD16/008/0010, Sevilla, Spain.

#=RBoth authors contributed equally to this work,

FThis article is part of a special 1ssue, Engineered Tissues Derived Trom Induced-Pluripotent Stem Cells (IPSCs) for Disease Modeling,

Drug Discovery, and Replacement Therapies.
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participating in the blood—ocular barrier. The RPE cells lay
on the Bruch's membrane, limiting with the choroidal vas-
cuhxlure,')' s0 the neuroretina communication with the sys-
temic circulaion, including exchange of nutrients and
waste, depends on the correct, polarized functioning of this
epithelinm.

In vitro cellular differentiation toward RPE has been
achieved from both embryonic stem cells (ESCs) and induced
pluripotent stem cells (iPSCs).* Subretinal injection of a sus-
pension of in virro differentiated RPE cells™ has been reported
to be safe although with very limited therapeutic effect. Indeed,
it is difficult that a suspension of RPE cells forms a functional
polarized monolayer between photoreceptors and the Bruch’s
membrane.” Moreover, considering the degenerative changes
found in the Bruch’s membrane in advanced AMD cases,
which will affect cell adhesion to its surface,” an alternative is
the use of sheets of RPE cells that can be properly positioned in
the subretinal space. In a recent report,” ESC-RPE were srown
onto a synthetic membrane covered with vitronectin, After
extensive safety and feasibility testing. as well as optimization
of the surgical technique, a clinical trial started with two severe
cases of wet AMD, The main results of the study are the correct
surgical placement of the implant in one eye of each patient, the
survival of the graft for 12 months, and more importantly, the
evidence of therapeutic benefit in the 12-month evaluation, as
visual acuity gain.

To our knowledge, only a one-patient clinical study has
been performed using iPSC-derived RPE (iPSC-RPE).' In
this case report, the iPSCs were derived from skin fibroblasts
of a patient with advanced wet AMD. An RPE sheet of cells
was generated and implanted in the subretinal space with the
only support of the basal membrane secreted by the cells. No
immunosuppression was used. Tomography showed good
retinal integrity in the implant area alter a year, but no visual
gain was reported. possibly due to the very advanced AMD
disease. Nevertheless, there was a stabilization of the disease,
s0 the patient did not require anti-vascular endothelial growth
factor (i.e., the standard treatment for the wet form of AMD)
after the intervention. Regarding safety, no rejection and no
local or systemic adverse events were reported in the evalu-
ations at 12 and 25 months.

The ultimate goal of our research is to generate a suitable
implant for the treatment of AMD composed of a sheet of
cells attached to a scaffold. The ideal substrate should support
the growth of a sheet of fully differentiated and functional
epithelial cells, facilitating not only the handling and posi-
tioning during surgery but also the engraftment of the cells in
the adverse environment of a damaged Bruch’s membrane,’

Moreover, considering that AMD patients are usually
elderly people who may not respond well to sustained im-
munosuppression.'' the chosen biological cell material was
iPSC-RPE to investigate feasibility of an autologous im-
plant. In this study, we report the characterization of our
candidate implant, composed of iPSC-RPE grown onto a
hydrogel matrix composed of fibrin and agarose and the
preclinical data on safety and viability of the transplant in
mouse and pig models. A biocompatible nanostructured
(NS) fibrin-agarose hydrogel (FAH) was the selected ma-
terial to support the RPE because of its optimal performance
in different preclinical and clinical applications: FAH has
been successf ull;,' uscd without cells as a hemostatic patch in
hepatic surgery'” and with different cell types as a substitute
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for cornea,'® skin,™* oral mucosa,'® and peripheral nerves.'®
This scaffold has been proved to be safe and biodegradable
in different animal mi)delsl“?'w', shows good surgical
hundling properties and is being currently tested in a clinical
trial for patients with corneal trophic ulcers.*”

Materials and Methods

The iPSC generation and characterization has been pre-
viously described.”’ Differentiation to RPE and character-
ization has been described by Lukovic er al.™ Funduscopy
and electroretinogram (ERG) were performed as described
by Valdés-Séinchez er al.** Details are provided in Supple-
mentary Methods. The list of antibodies and primers wsed
for characterization are provided in Supplementary Tables
S1 and S2, respectively.

Generation of the FAH scaffold for the RPE

The protocol for the NS-FAH production was adapted from
methods described prcvious-l)*,'s'“ FAH scaffolds were gen-
crated wusing 12-mm Transwell™ porous inseris (Costar;
Corning, Inc., Corning, NY). To prepare a volume of 10 mL of
FAH, 8.33 mL of human AB plasma (Tcbu-bio, Le-Perray-en-
Yvelines, France), 0.166 mL of tranexamic acid {Amchafibrin
500 mg: Rottapharm, Milan, Italy), and 0.666 mL of culture
medium were added into a 15mL conical tbe. To induce
gelation, a solution containing 0.2 mL of 10% calcium chloride
(B. Braun, Melsungen, Germany), 0.133mL of phosphate-
buffered saline, and 0.5 mL of 2.2% type VII agarose (Sigma-
Aldrich) was added. After mixing, 0.25mL of the resulting
mixture was added to each insert. and the plate was left at 37°C
for 2h. Once gelation was completed, cells were seeded on the
hydrogel, either before (protocol 1) or after (protocol 2) NS,
and were maintained in culture for 4 weeks before final pro-
cessing,

NS is a process of dehydration by mechanical compres-
sion that preserves the fibrin matrix while removing most of
the water content {80% dehydration). As a consequence. the
biomechanical properties of FAH are changed with in-
creasing elasticity and mechanical strength.”**" For NS,
hydrogels were placed between two 10-pm nylon net filters
(Merck Millipore, Burlington, MA) and compressed by extra
thick western blotting filter paper (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) under a flat glass surface of 77.6 g during
40s. At the end of the culture stage, hydrogels were carefully
detached from inserts leaving the nylon porous membrane at
the bottom to identity the side containing the epithelium and
maintained in Ringer’s lactate solution (Grifols, Barcelona,
Spain) until implantation.

To assess viability, we used the LIVE/DEAD® viability/
cytotoxicity Kit (Thermo Fisher Scientific) according to
manufacturer’s instructions. Viable and dead cells were
counted in at least five fields using Image]® software (Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, MD). Finally, the RPE-
FAH construct was cut to the size needed for transplantation.

The FAH preparation and NS were performed in a good
manufacturing practice facility.

Animal handling

All animal manipulations have been performed in com-
pliance with the Spanish and European Union laws on animal
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care in experimentation, and methods have been approved by
the Committee of Ethics in Animal Experimentation of CA-
BIMER, Seville, Spain (CEEA-CABIMER).

Surgical procedure

Mouse surgery. A 32-gauge needle was used to gently
open the choroid 1 mm posterior to the sclerocomeal limbus.
Incision length was extended to about 3 mm with a micro-
surgical scissor and the RPE was carefully dissected. Subse-
quently, 1 mm” of the iPSC-RPE-FAH was introduced with

microsurgery forceps.

Pig surgery. ‘Three-port pars plana vitrectomy with 23-
gauge (Stellaris; Bausch Lomb) was followed by the creation of
a complete posterior vitreous detachment and total vitrectomy.
A 41-gauge injection cannula was used to infuse a balanced salt
solution into the subretinal space to develop a retinal detach-
ment. The vitreous body was filled with perfluorooctane to re-
attach the retina and a fluid air-exchange followed by an air/
silicone oil exchange at the end of the surgery to maintain the
retina attached. Images of the surgical room and equipment
used are provided in Supplementary Figure S1.

Results
iPSC-RPE generated from blood sample

A primary cell culture of mononucleated cells (peripheral
blood mononuclear cells) was established after selection us-
ing the Ficoll-Paque method from a peripheral blood sample
from a healthy 23-year-old male donor. A nonintegrative
Sendai virus was used to transfect the reprogramming factors
hOCT3/4, hSOX2, he-MYC, and hKLF42 Afterward, isolation
ol iPSC colonies, propagation, and a complete characterization
were performed (Fig. I). Endogenous pluripotency markers
were eviluated by immunofluorescence staining, showing nu-
clear localization of OCT4, NANOG, and SOX2, stained inred;
and membrane localization ol SSEA3 and TRA1-81, stained in
red; and SSEA4 stained in green (Fig. 1a). Clearing of the virus
after passage 8 was verified by absence of expression of ec-
topic reprogramming factors (c-MYC, KOS, and KLF-4) and
viral capsid gene SeV relative to passage 1-iPSCs (Fig. 1b).
The iPSC colonies were positive for alkaline phosphatase
activity (Fig. 1c) and had a normal male karyotype (Fig. 1d).

In addition, pluripotency was demonstrated by the ahility
to generate derivatives of the three embryonic layers in vitro
by generation of embryoid bodies, in which expression of
markers of endoderm (FOXA2 and AFP), mesoderm (desmin
and SMA), and ectoderm (PAX6 and TUJI1) was demon-
strated (Fig. le).

RPE was obtained following an established standard
methodolog)‘z' as described in Supplementary Methods, In
brief, embryoid bodies spontaneously developed pigmented
areas when cultured without basic fibroblast growth factor
and reduced serum. The RPE from the pigmented areas was
enriched to purity in two sequential passages and grown as a
monostratified epithelium.

Preparation of iPSC-RPE-FAH construct

The procedure to prepare the implant with RPE cells at-
tached to the FAH scaffold is summarized in Figure 2a. Two
protocols for iPSC-RPE-FAH production were evaluated: (1)
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FAH gelation and NS before seeding the RPE cells that are
then kept for 4 weeks on the NS-FAH and (2) RPE seeding
after FAH gelation, 4 weeks of maturation on the FAH and
final NS. Cellular viability was always evaluated at the end
of the production protocol, after 4 weeks of RPE maturation
on the scalfold. Many dead cells were found when grown on
the NS-FAH (protocol 1), while cell viability was not affected
by the actual NS procedure (protocol 2, Fig. 2a). In addition,
the laminar structure was better preserved and the cells were
more homogeneously distributed through the scaffold when
NS was performed at the end of the maturation process.
Therefore, for implantation, we performed NS at the end of
the culture stage, ~1-2h before the surgery.

The RPE cells seeded onto the scaffold were pigmented
before seeding (Fig. 2b) and kept their pigmentation after 4
weeks of growth on the matrix (Fig. 2c). An image of the
final aspect of the iPSC-RPE NS-FAH implant used for the
surgery is shown in Figure 2d.

IPSC-RPE grown onto FAH keeps its specific features

The RPE cells are usually cultured int vitro on plates coated
with Matrigel or other attaching substrates. We had to test
whether the iPSC-RPE cells were able to grow onto the FAH
matrix, attaching properly and keeping all the RPE typical
characteristics. The RPE is morphologically a monostratified
epithelium of polygonal-shaped cells, in which specific pro-
teins such as BESTI and the tight junction marker ZO-1 lo-
calize o the basolateral membranes of the cells, while other
specific proteins of the retinoid cycle, such as RPE65 and
CRALBP, localize to the cytoplasm. Other typical features of
RPE are the polarization of the cells, with apical microvilli
and basal infoldings and the presence of pigment granules in
the cytoplasm.

Four weeks after seeding onto the FAH, optical microscopy
showed that iPSC-RPE cells grew uas a monolayer epithelium
with the expected cobblestone morphology (Fig. 3a). Further
analyses of the cell phenotype included expression of the ret-
inoid cycle genes RPE6S and CRALBP and the sodium channel
BEST! at RNA level (Fig. 3b) and a correct subcellular lo-
calization for the corresponding proteins BEST]. CRALBP,
RPEG6S, and Z0-1 (Fig. 3d). Moreover. ultrastructural charac-
terization of the RPE grown on FAH (Fig. 3e) using trans-
mission electron microscopy confirmed the presence of apical
microvilli, basal infoldings, tight junctions between adjacent
cells, and the expected intracellular distribution of organelles,
pigment granules, and vacuoles. RPE cells grew as a mono-
layer of epithelial cells on top of the FAH with no infiltration of
cells inside the matrix (Fig. 3c).

Safety study in mouse

A lmm’ patch of iPSC-RPE-FAH implant was sub-
retinally placed in 12 animals. In all cases, only one eye
received the implant, and the contralateral cye served as
control. Four weeks after surgery mice were evaluated for
retinal damage using standard ophthalmoscope to get both
light and fluorescent fundus images (Fig. 4a—d), which were
normal in all eyes subjected to transplantation. In addition,
ERG waves were recorded, and quantification of the waves
amplitude showed no significant differences in the electrical
function of the photoreceptor cells (Fig. de—g), indicating
that the transplant does not impair retinal [unction.



Crowenloaded by CTR ANDALUZ BIO MOL MED REGEM from woaw liebertpub.com a 11/16/20. For persond use only.

802

a Garcia Delgado

FIG. 1. Characterization of
the iPSC line obtained from a
healthy donor blood sample.
(a) Immunofluorescence
staining ot pluripotency
markers OCT4, NANOG,
SOX2, SSEA3, and TRAL-
&1 in red and SSEA4 in
green. (b) Expression of ec-
topic reprogramming factors
(c-MYC, KOS and KLF-4)
and the capsid gene (SeV) in
passage 8-iPSC compared to
passage 1-iPSC (c+) and
primary cells (c—). (¢) Phos-
phatase alkaline test. (d)
Control for normal karyo-
type. (e} Ability to in vitre
differentiate the three germ
layers: immunofluorescence d
staining of markers of ecto-

derm: beta tubulin (TUJ20) (C EL i i >
in green and PAXG6 in red, !
markers of mesoderm: ASM 2 OH f¢ e ¥ o B
in green and desmin in red; " :

and markers of endoderm: 4 n o T T
AFP in green and FOXA2 in 7

red. AFP, alpha-fetoprotein: TR S S T | I

ASM, actin smooth muscle;
iPSC, induced pluripotent
stem cell.

Histological analysis of eve sections was performed 4
weeks after the surgery. As shown in Figure 4h, the implant
was found adjacent to the host RPE layer. Both mouse and
human RPE cells were identified by the expression of
RPEGS (in green) that in the implanted cells was colocalized
with human nuclei marker (in red, Fig. 4i). In addition, a
histological control for inflammation was performed by
immunostaining for IBAL, a marker of microglia and mac-
rophages (in red, Fig. 49, k) that showed no differences be-
tween transplanted and control eyes.

These positive results showing no damage of the host
retina and survival of transplanted cells encouraged us to
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perform a surgical test of the transplantation in a larger
animal model, with an eye size closer to that of the human
eve.

Surgery assay in pig

Using standard equipment and tools for vitreoretinal sur-
gery in a facility for experimental animal surgery. two young
pigs were transplanted with a 1 em? piece of the iPSC-RPE-
FAH implant in one eye.

To mimic the surgical implantation in the macular region,
the implant was located in the posterior pole using a
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RPE maturation | (4 weeks)
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100 um

bimanual surgical technique with complete vitrectomy and
retinal detachment. In the first surgery in pig, a peripheral
retinectomy was performed in the temporal area, while a
posterior retinectomy was used in the second animal to eval-
uate the different surgical approaches in the subretinal access
of the implant. An intraocular lens injector was used as tool to
introduce the sheet inside the eye through the cornea as a
lensectomy was performed at the beginning of the surgery.

The main problems during surgery were the difficulty to
keep the implant from folding as well as the rigidity of the
material in the vitreous cavity, These problems can be
solved using a thinner matrix and a wider injector in future
eXperiments.

Recovery from ancsthesia and external healing of the
implanted eyes were good and animals were kept under
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Nanostructuration

Viability assay

protocol: protocol 1, NS before cell
seeding (lefr) and protacol 2, NS
after RPE maturation (right). The
cytoplasm of live cells was stained
with calcein in green and the nu-
cleus of dead cells was stained with
ethidium homodimer-1 in red. (b)
Microscopy image of pigmented
iPSC-RPE cell culture used to seed
the FAH. (¢) Microscopy image of
the FAH-RPE construct before
implantation shows pigmentation,
although the cells attached to the
FAH were difficull to focus. (d)
Macroscopic aspect of the FAH-
RPE construct before implantation.
FAH. fibrin-agarose hydrogel: NS,
nanostructuration; RPE, retinal
pigment epithelium.

100 um

daily control and antibiotic-immunosuppression treatment
until sacrifice 3 weeks later. Histological analysis revealed
the location of transplanted iPSC-RPE cells (RPE6S in
green, Fig. 5). In the first transplanted eye, the implant was
located in the subretinal space, but due to some difficulties,
it remained in a folded conformation resulting in the ap-
pearance of a mass of cells instead of a monolayer (Fig. Sa).
In the surgery ot the second eye, the implant was correctly
inserted in the subretinal space, resulting in a flat configu-
ration, as shown in Figure 5b.

Due to immunosuppression, one of the pigs developed a
mild respiratory infection. Immunostaining with IBAIL in
sections of transplanted and control eyes (in red Fig. 5¢, d)
showed some reactivity in the implant, but no sign of an
inflammatory process is found in the surrounding retina.
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FIG. 3.  Authentication ol iPSC-
RPE cell culture grown onto FAH.
(a) Microscopy image showing
normil RPE morphology in the
iPSC-RPE cells cultured onto FAH
4 weeks after sceding. (b) Gene
expression of the specific RPE
markers ZO'I, BESTI, CRALBP,
and RPE65 in RPE cells grown

b
Control FAH

onto FAH matrix compared to RPE W == RPE65
grown in standard substrate (con-

trol). (¢) Microscopy images of an = == CRALBP
hematoxylin and eosin-stained

section of iPSC-RPE-FAH, show-

ing the cells on the surface of the S BEST1
matrix at low and high magnifica-

tion. (d) Protein expression and W = GAPDH

localization of RPE markers by
immunofluorescence: Z0-1.
BEST1, CRALBP, and RPE63
were stained in green. Phalloidin-
stained f-actin, in red, highlighting
the polygonal RPE cell morphol-
ogy. Nuclei stained in blue with
DAPL (e) Ultrastructural charac-
terization of iPSC-RPE grown on
the matrix: the upper panel shows
two adjacent cells and the lower
panels present details at higher
magnification of cell nucleus (N),
apical microvilli (Mv), basal in-
foldings (Bi), and tight junctions
(T5). DAPI. 4.6-diamidino-2-
phenylindole.

To examine the biodistribution of the transplanted cells,
samples of different tissues were collected for DNA extrac-
tion and polymerase chain reaction amplification of human
specific repetitive DNA elements used in forensics to identify
human biological material (hAlu) (Supplementary Fig. 82),
finding no signal for comea. contralateral retina, optic nerve,
brain, medulla, lung, heart, liver, and kidney. A faint band
was found in the adrenal gland samples, but this is most likely
a contamination, given the complete absence of signal in
surrounding tissues, although further analyses will be per-
formed in follow-up experiments.

Discussion

In this study, we deseribe the fabrication and character-
ization of a novel iPSC-RPE-FAH patch, in which cells de-
rived in vitro from a blood sample of a healthy donor were
reprogrammed to iPSCs and differentiated to RPE. The iPSC-
RPE cells were grown onto FAH and. after NS, transplanted

GARCIA DELGADO ET AL.

10 pm

10 um

into the subretinal space in two different animal models. In
the rapidly evolving field of RPE cell therapy, this is the
first time to the best of our knowledge that iPSC-RPE cells
are used in combination with a FAH matrix as biocom-
patible support with the aim to produce a functional sub-
retinal implant.

The first steps of the process were the generation of the iPSC
line, its full characterization and the differentiation toward RPE
using standard methodology. So far, most of the cell therapy
studies aiming to replace RPE in degenerative diseases have
used ESC as the biological source for cell differentiation,™®?
The clinical use of a hiological material originated from a
pluripotent cell line requires a safety clearance not only for
toxicity but also for the risk of differentiation into undesired
cell types and tumorigenicity. The standardization of a clinical-
grade ESC line is more straightforward and cost-effective than
that of individual iPSC lines for avtologous use’” because a
single well-characterized cellular product can be used to treat
multiple patients. In the case of IPSC lines, the demonstration
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of reproducibility for different cell lines derived of different
patients is an additional challenge to fulfill the requirements of
the regulatory agencies, making the approval a huge investment
in terms of time and money.

Another aspect to take into account is the immunoge-
nicity. Although the use of ESC-derived material could rely
in the immune privilege of the eye, this is compromised in
AMD patients due to loss of integrity of the RPE layer.™ In
fact, a higher rejection susceptibility to allografts has been
reported in wet AMD cases compared to dry AMD, which
may be related to the greater distortion of the RPE-Bruch’s
membrane barrier in wet AMD.* Therefore, to sustain the
viability of ESC-RPE grafted cells, a long-term immuno-
suppression is needed, which can pose a risk on the health
of the treated individuals, particularly in the case of age-
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FIG. 4. Study of mouse
implanted eyes. Retinal
structure was assessed by
funduscopy (a, ¢) and auto-
fluorescence images (b, d)
without difference between
images of the transplanted
eves (4, b) and the control
eyes (¢, d). ERG waves were
recorded to assess retinal
function. a- and b-waves of a
representative animal
showed no difference
between the treated and the
control eye (e). Quantifica-
tion of b-wave (f) and a-
wave (g) mean amplitudes.
Test statistical analysis
showed no difference be-
tween treated and control
eyes, Histological study: im-
munofluorescence staining of
RPE6S, in green, showed the
localization of the implant
(Im) adjacent Lo the host RPE
(h). Detail images in (i) with
additional staining of human
nuclei (hNu) in red. Assess-
ment of inflammation by
staining of IBAI, in red, in
sections of a transplanted eye
(j) and a control eye (k). Ret
is for retina. ERG, eletroret-
inogram.

Mon treated Transplanted

(W}

a-Wave amplitude at 0.2 (cd)sicm? (0}

related degeneration. In fact, in the clinical trial by da Cruz
et al.. two of the three reported clinical adverse events were
immunosuppression-related.” In our study, one of the pigs
developed a respiratory infection, which is a very common
event in immunosuppressed animals.

A balanced approach will be needed to make these ther-
apies accessible to the public. Patients should be carefully
stratified according to the better therapeutical approach for
cach case. Regulated reference standards are needed for
products generated from ESC or iPSC for certification on
safety and efficacy. Considering that the final cellular product
to be taken to the clinic is RPE, a consistent RPE character-
ization panel needs to be defined to standardize the product to
be transplanted: including not only morphological features but
also functional validation of the cells,”"" Regarding safety,
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FIG. 5. Study of pig-implanted
eyes. Immunofluorescence staining
of RPEGS, in green, showed the
localization of the implant (Im)
between the host RPE and the ret-
ina (Ret), although not in a flat
configuration due to surgical diffi-
culties in the first treated animal
(a). A correct placement of the
implant was shown in the second
treated animal (b}. Assessment of
inflammation by staining of [BAI,
in red, in sections ol a transplanted
eye (¢) and a control eye (d). Ch is
for choroid.

RPE transplant is a very specific case, in which the [inal
biological material has a high purity degree and a very small
number of cells are used for the therapy, staying in the safe
side regarding the threshold of pure pluripotent cells needed o
initiate a teratoma.®® Future possibilities to improve immu-
nogenicity include the newest technological advances in ge-
nome editing. which may facilitate the production of a cell
line with reduced immunogenicity."

Minimization of the surgical trauma and the use of a
scaffold that does not activate inflammation are also impor-
tant to avoid autoimmune response that can be elicited even
in autologous transplant.’’ Both synthetic and natural poly-
mer scaffolds have been used to generate RPE implants (re-
viewed in Jha and Bharti’). The necessary features of a
scatfold for RPE cells are the ability to sustain the growth of a
polarized, functional RPE monolayer; physical properties
that enable the implant to be handled and positioned during
the surgery and a behavior in the subretinal space that is both
helping the engraftment and inert to the host tissue.”

The FAH NS matrix elected for our implant has all the
required features. FAH hydrogel was selected as scaffold
hecause of its known biocompatibility and our previous
experience in clinical use (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCTO01765244). The physical properties of the iPSC-RPE-
FAH were adjusted using a previously tested compression
treatment that preserves cell viability, providing a thinner
material with the elasticity and mechanical strength neces-
sary to be handled in surgical implantation. In gencral,
FAHs have poor mechanical stability, but NS has shown to

Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina
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provide an improved material regarding tensile, compres-
sive. and shear biomechanical properties due to the partial
draining of the material.'” The quality of the cells in the
scalfold was confirmed by the expression ol typical RPE
features and viability test.

Ongoing work involves the use ol larger experimental
groups to consolidate the safety data. The analysis of the
implant will be performed not only by end-point histology
but also will include fundus imaging, tomography and ERG
at several time points. We plan to include efficacy measure-
ments by inducing specific damage to the RPE in one ex-
perimental group before the transplantation. We expect to
collect the necessary safety and efficacy data to obtain au-
thorization for a phase-1 clinical assay in dry AMD patients.

Conclusions

We have pgenerated a biocompatible tissue-engineered
retinal implant formed of iPSC-RPE grown onto FAH, in
which the mature RPE cell layer preserves its typical fea-
turcs. After NS, the implant has controlled physical prop-
erties compatible with surgical handling and the viability of
the cells is preserved. We have also shown the safety of the
transplantation procedure and graft survival after | month,
both in mouse and in pig. The implant could be successfully
placed in the subretinal space of the treated animals without
adverse events related Lo the scalfold malterial or the cells,
We consider that this bicengineered product could poten-
tially be used for autologous cell therapy applications in
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patients with AMD or Stargardt disease, once further pre-
clinical studies are completed to fulfill the regulatory re-
quirements for clinical approval,
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3.2.1. informacion adicional articulo 3.

Supplementary Data

Supplementary Methods

Culture and reprogramming of peripheral
blood mononuclear cell

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated
using the Vacutainer™ CPT™ tubes (BD Biosciences). PBMCs
were cultured (1.0 10° cells) in Expansion Medium (EM;
QBSF-60 medium; 50 pg/ml ascorbic acid, 1% Penicillin/
Streptomycin, 50 ng/mL stem cell factor, 10ng/ml. IL-3, 2 U/
mL erythropoietin, 40 ng/mL insulin-like growth factor, and
1 pM dexamethasone) for 1 week before transduction with
CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming  Kit (Thermo
Fisher Scientific). In brief, 0.25x 10" cells were transduced
using multiplicity of infection of 5-5-3 for hKOS, he-MYC., and
hKLF4, respectively. After 24 h of incubation, cells were col-
lected and seeded in a 24-well plate containing EM. Two days
later, 0.1 x 10% cells were transterred onto a 6-well plate cov-
ered with 0,25 % 10% irradiated human fetal fibroblasts (feeders)
in QBSF-60 medium, supplemented with 50 pg/mL ascorbic
acid and 1% Penicillin/Streptomycin. Seven days post-
transduction, culture medium was replaced by induced plu-
ripotent stem cell (iIPSC) medium ([knockout (KO) Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), 20% KO serum, 1%
GlutaMAX; 1% minimal essential medium (MEM) non-
sessential amino acids (NEAA), 0.23mM B-mercaptoethanol,
1% Penicillin/Streptomycin]  supplemented with  10ng/mL
basic fibroblast growth factor. Individual colonies with stem-
like morphology were manually isolated 14 to 27 days post-
transduction. iPSCs were expanded and maintained on feeders
in iPSC medium in standard cell incubator at 37°C, 5% CO-,
and manually passed every week.

Three lineage differentiation

To obtain the three germ layers in vitro, embryoid bodies
(EBs) were generated. The iPSCs were manually separated

from the feeder cells and cultured in nonadherent conditions
in iPSC medium for 7 days. The floating aggregates were
seeded on glass coverslips pretreated with 0.1% gelatin and
cultured for 1 week in EBs medium (DMEM/F12, 104 fetal
bovine serum, 1% GlutaMAX, 1% MEM NEAA, and 1%
Penicillin/Streptomycin).

Differentiation to retinal pigment epitheliuvm cells

To obtain retinal pigment epithelium (RPE) cells, the iPS
colonies were manually separated from feeders and cultured in
low attachment plates as floating aggregates in a modified iPSC
medium with reduced serum (15% knockout serum replace-
ment). Dark patches grew in the aggregates in 4 to 8 weeks and
were dissected, dissociated with trypsin-ethylenediaminetetra-
acetic acid (EDTA) (0.05%), and seeded on Matrigel {No.
354277. BD) coated plates. Once a confiuent culture with RPE
characteristics (polygonal shape, pigmentation) was obtained,
cells were dissociated with trypsin-EDTA (0.05%), passed
through a 70 um strainer and seeded at 200,000 cells/c m” on a
previously prepared fibrin-agarose hydrogel scaffold, The RPE
cells were cultured for 4 weeks until they reached pigmentation.

Alkaline phosphatase staining

Alkaline Phosphatase Staining Kit Il (Stemgent, MA) was
used for the alkaline phosphatase test.
Karyotype analysis

Genome integrity of the iPSCs was analyzed by G-
banding at 400-550 band resolution in Biobanco de Sistema
Sanitario Pdblico, Granada, Spain.

Immunofluorescence

Cells or tissues were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for
15 min or overnight, respectively, washed twice in phosphate-

SUPPLEMENTARY FIG. S1.
team. (B, C) Details of the equipment used.
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Amplification of human Alu in different tissues of both treated pigs was used as a marker

of biodistribution of human cellular material. LE, left eye; RE, right eye; LH. left hemisphere; RH. right hemisphere.

buftered saline (PBS) and placed in blocking solution (1% bo-
vine serum albumin in 0.2% Triton X-100/PBS) for | h at room
temperature. Each primary antibody (Supplementary Table S1)
was incubated overnight at 4°C and washed three times in 0.2%
Triton X-100/PBS. Each sccondary antibody (Supplementary
Table S1) was incubated at room temperature for 1 h and wa-
shed three times. Samples were mounted with VECTASHIELD
mounting medium (Vector H-1200) containing 4.6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI).

RNA extraction and reverse transcriptase polymerase
chain reaction

Total RNA was isolated from cultured cells with RNeasy
Mini Kit (Qiagen) and treated with DNasel to remove ge-
nomic DNA contamination, One microgram of total RNA was
used as template to obtain ¢cDNA, using QuantiTect Reverse
Transceription Kit (Qiagen). Reverse transcriptase polymerase
chain reaction (PCR) was performed using MyTag DNA
Polymerase (Bioline GmbH). See primers sequences in Sup-
plementary Table S2. PCR products were analyzed on 2%
agarose gels.

Human DNA detection

Genomic DNA was isolated from ditferent tissues with
QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen). Standard PCR was per-

formed using 50ng of gDNA. See primers sequences in
Supplementary Table S2.

Transmission electron microscopy

Cells were fixed overnight at 4°C in 2.5% of PFA and
2.5% of glutaraldehyde. Transmission electron microscopy
was performed by Nanoimaging Service in BIONAND
(Malaga, Spain). using a FEI Tecnai G2 29 TWIN Trans-
mission Electron Microscope.

Mouse eye evaluation

Funduscopy. The mouse retinas were evaluated in vivo
using an advanced retinal-imaging microscope ( MICRON I1I;
Phoenix Research Laboratories, Inc., CA). The animals were
anaesthetized by subcutancous injection of ketamine hydro-
chloride/xylazine solution (80/12mgfkg body weight [BW])
and pupils were dilated with one drop of 10% phenylephrine
and 1% tropicamide. In addition, the eves were locally an-
aesthetized with 0.1% tetracaine and 0.4% oxybuprocaine and
a generous amount of 1% methylcellulose was placed on the
corneas to keep the eye moist. Correct alignment of the eye
and dilatation of the pupils were checked before placing the
camera lens in contact with the cornea to visualize the retina.
Finally, images of the central and the peripheral regions of the
retina were repeatedly captured with a three-separate charge-
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SUPPLEMENTARY TABLE S1

Meétodos y resultados

. ANTIBODIES USED FOR IMMUNOFLUORESCENCE

Antibody Dilution Company (Cat no.)
Pluripotency markers
Rabbit anti-OCT4 1:400 Cell Signaling Technology (2840)
Rabbit anti-NANOG 1:400 Cell Signaling Technology (4903)
Rabbit anti-SOX2 1:400 Cell Signaling Technology (3579)
Mouse anti-SSEA-4 1:100 BD Biosciences (360073)
Mouse anti-TRA-1-81 1:100 Stemgent (09-0069)
Rat anti-SSEA-3 1:100 Millipore (MAR4304)
Three-lineage differentiation markers
Mouse anti-Tuj 20 1:500 Abcam (ab7751)
Mouse anti-ASM 1:300 Sigma-Aldrich (A5228)
Mouse anti-AFP 1:20 Sigma-Aldrich (A5228)
Rabbit anti-PAX6 1:500 Biolegend (901301)
Rabbit anti-Desmin 1:100 Thermo Scicntific (RBY014)
Rabbit anti-FOXA2 1:200 Thermo Scientific (720061)
Retinal pigment epithelium and others markers
Rabbit anti-BEST 1 1:100 Abcam (abl4928)
Mouse anti-CRALBP 1:250 Abcam (ab15051)
Mouse anti-Z0O-1 1:100 Invitrogen (339100)
Mouse anti-RPE65 1:100 Abcam (ab78036)
Rabbit anti-RPE65 1:100 Bioss (bs-9375R)
Mouse anti-human nuclei 1:50 Millipore (MABI1281)
Mouse anti-Ibal 1:100 Abcam (15690)
Secondary antibodies
Donkey anti-mouse 488 1:500 Molecular Probes (A-21202)
Donkey anti-rabbit 594 1:500 Molecular Probes (A-21207)
Donkey anti-rabbit 488 1:500 Molccular Probes (A-21206)
Donkey anti-mouse 594 1:500 Molecular Probes (A-21203)

coupled device camera. A long wavelength emission filter
(rransmission band Tavg N 93% 504.7-900nm}) and a short
wavelength excitation filter (486.5nm transmission band
Tavg N 90% 451.5) were used to detect autofluorescence
signal. Electroretinogram: In brief, to evalvate scotopic vi-

SUPPLEMENTARY TABLE 82,

sion, mice were dark-adapted overnight and anaesthetized
with ketamine/xvlazine (80/12mg/kg BW). The pupil was
dilated and local anesthesia was applied to the cornea. Lu-
bricant gel (1% methylcellulose) was used to bridge the gap
between the electrodes and the cornea. The band-pass filter

PriMERS USED IN REVERSE TRANSCRIPTASE POLYMERASE

CHAIN REACTION AND POLYMERASE CHAIN REACTION

Size T (°C)
Primers Target Forward/reverse primer (5°-3') (bp) annealing
Episomal plasmids (RT-PCR) SeV GGATCACTAGGTGATATCGAGC/ 181 55
ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC
KOS ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC! 510 55
ACCTTGACAATCCTGATGTGG
KLF4 TTCCTGCATGCCAGAGGAGCCCY 410 55
AATGTATCGAAGGTGCTCAA
e-MYC TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG/ 532 55
TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
Retinal pigment epithelium markers  RPE65 TGGAGTCTTTGGGGAGCCAAN/ 674 58
(RT-PCR) CTCACCACCACACTCAGAAC
CRALBP GTGGACATGCTCCAGGATTC/ 251 58
GTTGCTGAGCAGCTCTTTGG
BEST 1 GAATTTGCAGGTGTCCCTGT/ 214 58
ATCAGGAGGACGAGGAGGAT
House-keeping GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC/ 87 53
GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Human marker hAlu CGAGGCGGGTGGATCATGAGGT/ 230 60

TCTGTCGCCCAGGCCGGACT

RT-PCR. reverse transcriptase polymerase chain reaction.
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cutoff frequencies were 0.312-300Hz. A single white-flash
pulse (6500 K) was used for stimulation with stimulus
strength divided into six steps of 0.01, 0.05, 0.2, 1, 3, and 10
candela (ed)-sim?. Fifteen responses were averaged in each
step with an interstimulus interval of 15s. To evaluate
photopic vision, mice were light adapted for 10min with a
background illumination of 30 cd/m?®. Stimulus strength of 3,

5. 10, 15, and 20 ed-s/m> was used to obtain the photopic
responses. The data were recorded in a ColorDome Ganafeld
(Diagnosys LCC. MA). Wave amplitudes were measured for
the treated and nontreated eye of 12 animals. -Test analysis
was performed, and data were represented graphically as
microvoll means of a- or f-waves Estandard error of the
mean.
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3.3 Articulo 4.

Generation of a human iPS cell line from a patient with retinitis pigmentosa due
to EYS mutation.

Ana B Garcia-Delgado*, Sofia M Calado*, Berta de la Cerda, Beatriz Ponte-
Zuiniga, Shom S Bhattacharya, Francisco J Diaz-Corrales.

* equal contribution author

Stem Cell Research 2018 Dec;33:251-254.d0i:10.1016/j.scr.2018.11.002. Epub
2018 Nov 16.
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Generation of a human iPS cell line from a patient with retinitis pigmentosa | )
due to EYS mutation

Sofia M. Calado™', Ana B. Garcia-Delgado™', Berta De la Cerda”, Beatriz Ponte-Zufiiga”,

Shom S. Bhattacharya®, Francisco J. Diaz-Corrales™"

" Deparvmeent of Regeneration and Cell Therapy, Andalusion Meleculor Biology and Hegenerative Medicine Centre-CABIMER (Junta de Andaliedn, CS0C, Universidod de
Seville, Universidad Pable de Olavide), Seville, Sppain
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ABSTRACT

Retinitis pigmentosa (RP) is an inherited retinal degenerative disease. Mutations in EYS have been associated with autosomal recessive RP. The human iPS cell line,
CABIOO2-A, derived from peripheral blood mononuclear cells from a patient carrving a heterozygous double mutation in EYS gene was generated by non-integrative
reprogramming technology, using hOCT3/4, hSOX2, he-MYC and hKLF4 reprogramming factors. Pluripotency and differentiation capacity were assessed by im-
munocytochemistry and RT-PCR. This iPSC line can be further differentiated towards the affected cells to understand the pathophysiology of the disease and test new

therapeutic strategies,

Resource table

Unigue stem cell line i-
dentifier
Alternative name(s) of
stem cell line
Institution

Contact information of
distributor

Type of cell line

Orrigin

Additional origin info

Cell spurce

Clonality

Method of reprogram-
ming

Genetic modification

Type of modification

Associated disease

Gene/lens

Method of modification

MName of transgene or r-

esistance

CABIDD2-A
OFO76-EYS02-C7

Andalusian Maolecular Biology and Regenerative Mesdicine
Centre (CABIMER)
Francisco Diaz-Corrales, francisco, diaz@cabimer.es

iPSC

Human

Age:38

Sex: Male

Ethnicity if known: Caucasian
Peripheral blood mononucleated cells
Clonal

Sendai viral reprogramming

Mo

M/A

Autosemal Recessive Retinitis Pigmentosa
FYS/6q12

. 2567 delA

€. 4829-4832del CATT

N/A

NA

Inducible/consttutive s-  N/A
ystem

Date archived/stock da- N/A
le

Cell line repositary/ba-  N/A
nk

Erhical approval Patient informed consent obtained /Frhics Review Board-

competent authority approval obtained (Fthical Approval

number: PR-01-2015)

Resource utility

The generation of this cellular model will allow us to better un-
derstand the pathophysiology of the disease and to test new therapeutic
strategies for RP due to EYS mutations.

Resource details

Mononucleated cells were collected from 4 ml of peripheral blood
sample from 38 year-old patient diagnosed with inherited con-rod
dystrophy, due to an heterozygous double mutation in EYS gene caused
by a deletion of an A in the position 3567 of the exon 23 of the paternal
allele (c.3567delA p.Glyl1190Aspfs*39), originating a frame reading
change and premature STOP codon and a deletion of a CATT in the
position 48294832 of the exon 26 of the maternal allele (c.4829-

" Corresponding author at: Andalusian Molecular Biology and Regenerative Medicine Centre, Avda. Americo Vespucio n"24 Edif. CABIMER, Parque Cientifico y
Tecnoldgico Cartuja, 41092 Sevilla, Spain.
E-mail address: francisco,diazi@eabimer.es (F.J, Diaz-Corrales),
! Equally contributing authors.
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1873-5061/ @ 2018 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license
(http://creativecommaons.org/licenses/BY /4.0/).
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Fig. 1. Characterization of CABI002-A line. A. DMA electropherograms showing the heterozyzous double mutation c.3567delA and c.4829-4832delCATT of EYS gene
in CABIDO2-4 hiPS cell line of a RP patient, B, RT-PCR analysis of SeV genome and transgenes in hiPSCs, PEMC's (monocytes) and positive control [+ Controf). C.
Immunocytochemistry for pluripotency markers NANGG, OCT4 and TRA-1-81. Nuclei were counterstained with DAPL Lower panel {left) is a brightficld image of a
CABi002-A hiPS colony, showing its normal morphology and (right) quantifieation by gPCR of pluripotency markers NANOG and OCT3/4 of CABIO02-A hiPs
cells compared, compared to PBMC's (monocytes). D. RT-PCR analysis of pluripotency markers. E. Representative metaphase of normal human karyotype (46, XY). F.
Immunocytochemistry for ectodermal (Tujl), mesodermal (ASM) and endodermal (AFF) germ layer markers with nuclei counterstained with DAPIL G. RT-FCR

analysis of the three germ layer markers.

4832delCATT p.Ser1610Phefs*7) (McGuigan et al., 2017). DNA se-
quencing of CABiO02-A confirmed the presence of the aforementioned
mutations (Fig. 1A). The human induced pluripotent stem (hiPS) cell
line was generated by using Sendai virus, encoding the reprogramming
factors hOCT3/4, he-MYC, hKLF4, and hSOX2 (Talahashi et al, 2007),
according to manufacturer’s instructions,

The obtained colonies presented stem-like morphology and plur-
ipotency markers Nanog, Oct4, and TRA-1-81 staining (Fig. 1C). The
clearance of viral and endogenous reprogramming markers (Fig. 1B), as
well as the presence of pluripotency genes (Fig. 1D}, was confirmed by
RT-PCR after eight cell culture passages. Our results on the karyotype
analysis showed that CABIO02-A cell line exhibited a normal, diploid
(46, XY) chromosomal content (Fig. 1E) and the genetic fingerprinting
proved the genetic identity to parental mononucleated blood cells (ar-
chived with journal). Pluripotency was lested by the ability of CABi0D2-
A to generate the three germ layers in vitro: endoderm, mesoderm and
ectoderm, as confirmed by immunofluorescent staining of a-fetoprotein
(AFF), vimentin and 11I beta-tubulin (Tujl), respectively (I'iz. 1F) and
RT-PCR (Fig. 1G).

252

Materials and methods
Mutation sequencing

Genomic DNA from peripheral hlood mononuclear cells (PBMCs)
and hiPSCs was isolated using the QlAamp DNA Blood mini kit
(Qiagen). Primers used for amplification and directed sequencing of
EYS flanking the mutation sites are described in Table 1.

Reprogramming of PBMCs

PBMCs were isolated using the Vacutainer® CPT™ tubes (BD
Biosciences). PEMCs were cultured (1.0 x 10° cells) in Expansion
Medium (EM; QBSF-60 medium; 50 pg/ml ascorbic acid, 1% Pen/Strep,
50ng/ml SCF, 10ng/ml IL-3, 2U/ml EPO, 40 ng/ml IGF-1 and 1 uM
Dexamethasone), for one week before transduction with CytoTune®-iPS
2.0 Sendai Reprogramming Kit (Thermo Fisher Scientific). Briefly,
0.25 x 107 cells were transduced using MOI of 5-5-3 (hKOS, he-MYC,
hKLF4, respectively). After 24 h of incubation cells were collected,
centrifuged and seeded in a 24 well plate containing EM. Two days later
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Table 1
Reagents details.

Meétodos y resultados

Stem Cell Research 33 (2018) 251-254

Antibodies used for immunocytochemisery Alow-citometry

Antibody Dilution Company Cat # and RRID
Pluripatency markers Rabbit anti-OCT4 1:400 Cell Signaling Technology Cat# 2840, RRIDIAE 216
Rabbit anti-NANDG 1:400 Cell Signaling Technology Cat# 4903, RRID:AE_
Rabhit anti-S0X2 1:400 Cell Signaling Technology Cat# 3579, RRIINAE 2195767
Mouse anti-55EA-4 1:100 BD Binsciences Cat# 560073, RRID:AR 1645601
Mause anti-TRA-1-81 1:100 Stemgent Cat# 09-0069, RRII:AR 169
Differentiation markers Rabbit anti- Tujl 1:2000 Covance Research Produets Inc, Cat# MRB-435P-100, RRID: AR 663339
Mouse anti-ASM 1:300 Sigma-Aldrich Cat# AS228, RRITxA

Mouse anti-AFP 1:20
Donkey anti-Mouse 488 1:500
Donkey anti-Rabbit 594 1500

Secondary antibodies

Primers

‘Target Forward/Reverse primer (537
Plasmids (RT-PCR) SeV plasmid GGATCACTAGGTGATATCGAGC ACCAGACAAGAGTTTAAGAGATATGTATC
KOS plasmid ATGCACCGCTACGACGTGAGCGC ACCTTGACAATCCTGATGTGG
KLF4 plasmid TTCCTGCATGOCAGAGGAGCCC AATGTATCGAAGGTGCTCAA
c-MYC plasmid TAACTGACTAGCAGGCTTGTCG,/ TCCACATACAGTCCTGGATGATGATG
Pluripatency markers (RT-PCR) MANDG CCAAATTCTCCTGOCAGTGAC/ CACGTGGTTTCCAAACAAGAAA
OCT4 AAGCCCTCATTTCACCAGG /CTTGGAAGCTTAGCCAGGTC
S0X2 TCACATGTCCCAGCACTACC/CCCATTTCCCTCGTTTTTCT
TERT GOGTTTGOTGGATGATTTCT/ GGCATAGCTGGAGTAGTCGE
Differentiation Potential (RT-PCR) PAXE GTCCATCTTTGCTTGGGAAA TAGCCAGGTTGCGAAGAACT
MAP2 GOACGCCTGOAGCTTGCATG TCTCCACCACOCCGTAGGCA
BRACHYURY TCAGCAAAGTCAAGCTCACCA/CCOCAACTCTCACTATGTGGATT
MSX1 COAGAGGACCCCGTGLATGCAGAG/ GGCGGLCATCTTCAGCTTCTCCAG
a-FETOPROTEIN CITTGGGCTGCTOGCTATGA ATGGCTTGGAAAGTTCGGGTC
SOX17 COCTTTCATGOTG IGGGCTAAGGACG TAGTTGGGETGGTCCTGCATGTGCTG
House-Keeping genes (RT-PCR) GAPDH TGCACCACCAAC TGO TTAGC /GGCATGOACTGTGGTCATGAG
Genotyping EY5 exon 23 TCCCAGCTACATGTTGTTG CAT TAAGATTTCCTOATGAAAGC
EYS exon 26 CAAGCAACCAGAGACTCA TGTGAAGGGACAATGGATAAAC

0.1 % 10° cells were transferred onto a & well plate covered with
0.25 % 10% irradiated human foetal fibroblasts (irHFF) in QBSF-60
medium, supplemented with 50 ug/ml ascorbic acid and 1% Pen/Strep.
Seven days post-transduction, culture medium was replaced by iPS
medium (KO DMEM, 20% KO serum, 1% GlutaMAX; 1% MEM NEAA,
0.23mM  [-mercaptoethanol, 1% Pen/Strep, 10ngsml  BFGE).
Individual colonies with stem-like morphology were manually isolated
and expanded 21 to 27 days post-transduction. hiP§ cell cultures were
cultured on & well plate coated 0.25 x 10° irHFF, maintained at 37 'C
in humidified atmosphere containing 5% CO., and passed every week.

RT-PCR for detection of viral clearance and pluripotency markers

Total RNA was isolated from cultured hiPS cells with RNeasy Mini
Kit (Qiagen) and treated with DNasel to remove genomic DNA con-
tamination. 1pg of total RNA was used as template lo obtain ¢cDNA,
using QuantiTect Reverse Transeription Kit (Qiagen). Viral clearance
and pluripotency markers detection were analyzed using the primers
described in Table 1, RT-PCR reaction was performed using MyTaq
DNA Polymerase (Bioline GmbH). PCR products were analyzed on 2%
agarose gels.

Three linage differentiation

In vitre differentiation was performed by embryoid body (EB) for-
mation to generate the three germ layers (endoderm, mesoderm and
ectoderm). The hiPS cells were separated manually from the feeder cells
and cultured in non-adherent conditions in iPS medium without bFGF
(KO DMEM, 20% KO serum, 1% GlutaMAX; 1% MEM NEAA, 0.23 mM
[-mercaptoethanol, 1% Pen/Strep) for the following 7 days. Then, the
EBs were seeded on glass coverslips treated with 0,1% gelatin for 2h/
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RT and cultured during one week in EBs medium (DMEM/F12, 10%
FBS, 1% GlutaMAX, 1% MEM NEAA, 1% Pen/Strep). The coverslips
were fixed in 4% PFA for 15 min and analyzed by immunofluorescence.

Immunocytochemistry

Cells were allowed to grow in glass coverslips coated with irlIFF and
washed in ice-cold PBS before fixation in 4% PFA, for 15 min. Fixed
cells were washed twice in PBS and placed in blocking solution (2%
donkey serum in 0.2% Triton-X100/PBS) for 1 h at room temperature.
Cells were incubated for 1h at room temperature with the primary
antibody (Table 1), After incubation, samples were washed 3 times in
0.2% Triton X100/PBS, and incubated with the secondary antibodies at
room temperature for 1h (Table 1), After 3 washes, coverslips were
mounted with Vectashield mounting medium (Vector H-1200) con-
taining 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).

Karyorype analyses

Genome integrity of the hiPS cells was analyzed by G-banding at
400-550 band resolution (Biobanco de Sistema Sanitario Piiblico,
Granada, Spain).

Fingerprinting

gDNA form PEMC's and hiP8 cells was extracted using QlAamp DNA
Blood mini kit (Qiagen) in the presence of RNAse (Roche).
Fingerprinting analyses was performed by Biobanco de Sistema
Sanitario Piblico, Granada, Spain.
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Mycoplasma detection

The presence of mycoplasma was tested regularly by luminescence

using the MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza).
Funding

This work was supported by Cellex Foundation (Barcelona, Spain)
and Fundacién Progreso ¥ Salud (Seville, Spain).
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Discusion

Con el desarrollo actual de nuevas tecnologias, como la terapia génica y
celular, muchos casos de ceguera podrian ser potencialmente tratables. Segun
las estadisticas publicadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a
nivel mundial, se estima que al menos 2.200 millones de personas tienen una
discapacidad visual o ceguera, de las cuales al menos 1.000 millones podrian
haberse prevenido o incluso tratado (https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/blindness-and-visual-impairment). Las enfermedades
degenerativas de la retina son un grupo heterogéneo de patologias, algunas
hereditarias y otras de origen complejo, que producen una pérdida progresiva
de las células retinianas con la consiguiente pérdida de la agudeza visual que
puede avanzar hasta una ceguera total. Actualmente, se estan investigando
varias estrategias terapéuticas para tratar enfermedades degenerativas de la
retina como es la aplicacion de la optogenética, los implantes protésicos y las
terapias basadas en genes o células. Enfocandonos en el desarrollo de estas
nuevas terapias, el objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido generar
conocimiento para contribuir al desarrollo de terapias de reemplazo celular para
el tratamiento de EDR.

IPSCs como herramienta para el estudio y tratamiento de la
degeneracion macular asociada a la edad.

En el objetivo 1 de este trabajo, en primer lugar, se ha generado una linea de
iPSCs a partir de un paciente con DMAE con la idea de generar un modelo
celular in vitro que nos permita profundizar en los mecanismos fisiopatologicos
de la enfermedad. Como ya se ha mencionado anteriormente, la DMAE es la
primera causa de ceguera no hereditaria en adultos en los paises
desarrollados. Por lo tanto, es urgente desarrollar terapias nuevas y efectivas
para esta enfermedad tan prevalente e incapacitante, ya que seria muy
beneficioso para mejorar la calidad de vida de los pacientes y también para
disminuir la carga econdmica sobre los sistemas sanitarios que acarreara el
tratamiento crénico y el manejo de la discapacidad por esta enfermedad (Vitillo
et al., 2020).

La DMAE es una enfermedad multifactorial en la que influyen la edad, una
combinacion de factores de riesgo genéticos basados en la presencia de SNP
en determinados genes y factores ambientales relacionados con el estilo de
vida, como por ejemplo la dieta o el tabaquismo. En esta primera parte del
objetivo 1, estudiamos la linea celular derivada de una muestra de sangre
periférica de un paciente diagnosticado con DMAE seca que porta un SNP en
el gen CFH causado por una sustitucion de una timina por una citosina en la
posicion 1204 del exon 9 (c.1204 T>C p.Y402H), que es considerado como el
SNP mas comun ligado al riesgo de padecer DMAE. Muchos estudios han
demostrado que la proteina CFH se produce localmente en el ojo y parece ser
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que tiene una funcion importante en el mantenimiento de la homeostasis local.
Estudios in vitro demuestran que el EPR produce CFH a niveles cercanos a los
del higado y que la produccion de CFH varia segun los factores ambientales
locales. CFH es sintetizado por el EPR y sobre todo por las células residentes
de la coroides acumulandose en el EPR, en el espacio que se localiza debajo
del EPR, en la coroides y en la matriz celular que se encuentra entre los
fotorreceptores. También hay altos niveles en otras partes del ojo como el
cristalino, el nervio optico, la esclera y el cuerpo ciliar. Ademas, la expresion de
CFH parece que comienza en fase temprana durante la embriogénesis y
aumenta con la edad (Khandhadia et al., 2012).

Los modelos de ratdon han servido para diseccionar los mecanismos
moleculares que relacionan una activacion exagerada del sistema del
complemento con la patologia de la DMAE. Aunque los estudios con modelos
animales han proporcionado informacién importante, a dia de hoy ninguno de
los modelos disponibles recapitulan completamente la patogénesis de la
enfermedad. Por ello que el uso de tecnologias de reprogramaciéon celular a
partir de muestras de pacientes abre vias de estudio para profundizar en los
mecanismos moleculares asi como para la busqueda de nuevas terapias para
el tratamiento de la enfermedad (Toomey et al., 2018).

Proceso de reprogramacion celular y caracterizacion de las lineas celulares
generadas.

A dia de hoy, hay numerosos meétodos descritos para generar iPSCs a partir de
células somaticas y entre ellos decidimos llevar a cabo el proceso de
reprogramacion mediante la transduccion de células mononucleares de sangre
periférica de los pacientes con DMAE vy el individuo sano con vectores
modificados del SV que portaban los cuatro factores de transcripcion (Oct4,
Sox2, c-Myc, Kif4) necesarios para la reprogramacion de células somaticas en
iPSCs (Takahashi et al., 2007). El SV tiene ventajas que promueven su uso
como vehiculo de reprogramacion como por ejemplo: i) se trata de un sistema
de reprogramacion que se transcribe en el citoplasma, lo que permite que el
virus se elimine a medida que las células son subcultivadas (I. P. Chen et al.,
2013; Schlaeger et al., 2015). Por el contrario, los vectores lentivirales o
retrovirales se pueden integrar en el genoma del huésped y producir
mutaciones por insercidn y aberracion cromosomica (Nakagawa et al., 2008;
Rony et al., 2015; Takahashi & Yamanaka, 2006); ii) es un virus respiratorio no
patdgeno para humanos vy iii) es capaz de transducir una amplia gama de tipos
celulares ya que infecta a las células uniéndose al receptor sialico que esta
presente en la superficie de muchos tipos de células (Nakanishi & Otsu, 2012).

Una vez generadas las nuevas lineas de iPSCs, hay que realizar una
exhaustiva caracterizacion de las mismas para describir las poblaciones
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celulares, examinar su pluripotencia funcional y detectar si hay anomalias que
puedan afectar a la seguridad de las células y a su comportamiento. En este
estudio, se han llevado a cabo una serie de ensayos recomendados por las
autoridades sanitarias espafiolas competentes (Comisiéon de Seguimiento y
Control de la Donacion de Células y Tejidos Humanos del Instituto de Salud
Carlos Il y el Banco Nacional de Lineas Celulares) (Adewumi et al., 2007;
Crook et al., 2010; Marti et al., 2013). Los ensayos realizados han demostrando
que las células reprogramadas presentan un cariotipo normal y tienen una
capacidad pluripotente similar a las ESCs quedando demostrado tanto a nivel
de expresion génica como a nivel de expresidn protéica utilizando técnicas de
inmunofluorescencia. También mediante expresidn génica se ha demostrado la
ausencia de los vectores virales que se han utilizado para la reprogramacion, lo
que indica que las células tras ser subcultivadas varias veces han eliminado
todos los vectores virales utilizados. Esto implica que se han generado lineas
de iIPSCs de “huella cero” o “foot-print free iPSC”. A nivel funcional, se ha
evaluado si las iPSCs tenian la capacidad de diferenciarse y generar células
derivadas de las tres capas germinales embrionarias: ectodermo, mesodermo y
endodermo. Esta capacidad ha sido examinada utilizando un test de
diferenciacion in vitro mediante la formacion de cuerpos embrionarios que
crecen en suspension y simulan el desarrollo embrionario in vivo (Shevde &
Mael, 2012; ten Berge et al., 2008).

Una vez realizadas todas las pruebas anteriormente descritas, se pudo concluir
que las lineas iPSC generadas eran pluripotentes y presentaban una calidad
adecuada para utilizarse en los experimentos de diferenciacion hacia EPR.

Diferenciacion hacia EPR y trasplante en animales de experimentacion.

Las iPSCs de los pacientes con la enfermedad y de un individuo sano fueron
diferenciadas hacia EPR siguiendo una metodologia estandar descrita por
Vaajasaari y col. (Vaajasaari et al.,, 2011). Una vez diferenciadas, las
suspensiones celulares de EPR de los diferentes pacientes y del individuo sano
fueron trasplantadas mediante inyeccion subretiniana en animales modelo de
DMAE, ratones Nrf2”". Dos meses después de la inyeccion, los animales fueron
evaluados y se observo que, en general, no habia una gran mejoria en la
capacidad visual de los ratones inyectados, aunque si se encontraron
diferencias entre los ratones trasplantados con el EPR derivado de iPSCs de
un individuo sano con respecto a los trasplantados con las células derivadas un
paciente con la enfermedad. Los ratones trasplantados con las células de un
individuo sano presentaron una leve mejoria en comparacién con los
trasplantados con el EPR del paciente con el polimorfismo en CFH, como se
puede ver en el anexo del articulo 2.

En base a estos resultados se decidio utilizar células de EPR derivadas de
iPSCs de un donante sano para la segunda parte del objetivo 1 de esta tesis

110



Terapias avanzadas en enfermedades degenerativas de la retina

doctoral, donde se describe la fabricacidn y caracterizacién de un nuevo parche
biocompatible nanoestructurado de EPR crecido sobre hidrogel de fibrina-
agarosa (NFAH) con el objetivo de obtener un implante para realizar terapia
celular en pacientes con DMAE. Las células cultivadas sobre la matriz se
trasplantaron en el espacio subretiniano en dos modelos animales diferentes.
En el campo de la terapia celular, siempre en constante evolucién, esta es la
primera vez que se ha utilizado la combinacion de células iPS-EPR y una
matriz de hidrogel de fibrina-agarosa como soporte biocompatible con el
objetivo de producir un implante subretiniano funcional.

Los primeros pasos del proceso fueron la generacion de la linea de iPSCs, su
caracterizacion completa y la diferenciacion hacia EPR utilizando una
metodologia estandar. En las ultimas décadas, el enfoque de terapia celular
para restaurar la vision se ha visto impulsado por el desarrollo de tecnologias
basadas en células madre pluripotentes. Hoy en dia, la terapia celular ha
superado uno de los principales obstaculos de este tipo de terapia avanzada,
como es tener una fuente ilimitada de células humanas que se puedan
diferenciar en cualquier tipo celular. Las estrategias terapéuticas basadas en
células para las enfermedades degenerativas de la retina se han centrado
principalmente en tres tipos celulares como son las células ganglionares, los
fotorreceptores y el EPR (Jin et al., 2019; O’Neill et al., 2019). El trasplante de
EPR es mucho mas sencillo que el de neuronas, por lo tanto, durante las
ultimas décadas, se han llevado a cabo varios estudios preclinicos y ensayos
clinicos donde se ha evaluado la seguridad y la eficacia del trasplante de EPR
en pacientes con DMAE ya que se sabe que la base fisiopatoldgica de la
enfermedad es la pérdida de EPR, por lo que la sustitucién del mismo es una
diana terapéutica candidata para el tratamiento de la enfermedad.

Los primeros trasplantes de EPR utilizaron como fuente celular para el injerto
cultivos primarios de EPR de origen fetal. En estudios posteriores se utilizaron
lineas celulares modificadas genéticamente, incluso originadas a partir de
tejidos no retinianos como la médula ésea. Estos primeros trasplantes no
funcionaron correctamente, debido sobre todo al rechazo inmunoldgico del
injerto, y ninguno de ellos mostrd ser eficaz en humanos (Algvere et al., 1994,
Durlu & Tamai, 1997). También fueron evaluados los autotrasplantes,
obteniendo EPR de una zona no afectada de la retina del mismo paciente
tratado. Las técnicas quirurgicas para llevar a cabo los autotrasplantes eran
extremadamente complejas y los efectos adversos de la cirugia, como el
desprendimiento de retina, eran muy frecuentes. Por estas razones, a dia de
hoy no se realizan autotrasplantes de EPR (da Cruz et al., 2007). A pesar de
que los trasplantes de EPR no tuvieron un buen comienzo, se ha logrado un
gran progreso en el trasplante de EPR obtenido a partir de células madre
pluripotentes humanas, ya que la diferenciacion hacia EPR es una técnica facil
y altamente reproducible, permitiendo la produccion a gran escala de EPR con
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calidad de grado clinico (West et al., 2019).

El primer ensayo clinico de trasplante de EPR se realizé en 2011 por Schwartz
y col. En este ensayo, pacientes con DMAE seca y enfermedad de Stargardt
recibieron una suspension de células de EPR obtenidas a partir de ESC. Los
pacientes mostraron pequefias mejoras en la agudeza visual y no hubo
informacion de eventos adversos significativos (Schwartz et al., 2012, 2015).
En 2018, se publicaron los resultados del primer ensayo clinico europeo que
utilizé6 una suspension de células de EPR derivadas de ESCs para tratar a
pacientes con la enfermedad de Stargardt (Mehat et al., 2018). Por lo tanto, y
tras los resultados obtenidos en estos ensayos clinicos, se confirmé que la
inyeccion subretiniana de suspension de células de EPR es segura, aunque
con un efecto terapéutico minimo. Una de las principales razones por las que
estos estudios han demostrado una baja eficacia se ha atribuido al hecho de
que el EPR inyectado como suspension celular dificilmente va a formar una
monocapa funcionalmente polarizada entre los fotorreceptores y la membrana
de Bruch (West et al., 2019; M. Zarbin et al., 2019). Debido a esto, se busco
alguna estrategia alternativa al uso de suspensiones celulares como es el
trasplante de laminas de EPR cultivadas en andamios artificiales o membranas
biodegradables. Los estudios preclinicos han mostrado una mejor preservacion
de la supervivencia y la funcién de las células del EPR trasplantando dicho
EPR en forma de lamina (Diniz et al., 2013; White & Olabisi, 2017).

Como ya se ha comentado en la introduccion, estdan en marcha dos ensayos
clinicos, uno en Reino Unido y otro en Estados Unidos, que utilizan membranas
de diferentes materiales para llevar a cabo el trasplante de EPR (Carr et al.,
2013; Da Cruz et al., 2018a; Bo Lu et al., 2012). Uno de ellos, ha publicado
recientemente los resultados de un seguimiento de 12 meses de dos pacientes
con DMAE humeda demostrando mejoras sostenidas en la agudeza visual y
ningun evento adverso grave (Da Cruz et al., 2018a).

Por otro lado, se ha informado que los hidrogeles de fibrina humana pueden
proporcionar un soporte xeno-free a las células EPR derivadas de iPSCs para
trasplantes y que estos hidrogeles son degradados rapidamente por las
enzimas fibrinoliticas (Gandhi et al., 2018). Ademas, el uso de una matriz que
minimice el trauma quirurgico y que no active la inflamacion es importante para
evitar una respuesta autoinmune que puede ser incluso provocada en el
trasplante autélogo (T. Zhao et al., 2011). Las caracteristicas necesarias de un
andamio sobre el que cultivar EPR-iIPSCs son: capacidad para mantener el
crecimiento de una monocapa de EPR funcional que esté polarizada,
propiedades fisicas que permitan manipular y colocar el implante durante la
cirugia y un comportamiento en el espacio subretiniano que ayude al injerto y
sea inerte para el tejido huésped (Jha & Bharti, 2015).

En base a todo lo comentado anteriormente se decidié utilizar un parche de
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NFAH sobre el que se cultivaron las células del EPR derivadas de iPSC
humanas para llevar a cabo la segunda parte del objetivo 1 de esta tesis
doctoral. El material empleado consiste en una matriz biocompatible de NFAH
que ha sido desarrollada por el Grupo de Investigacion en Ingenieria de Tejidos
de la Universidad de Granada (numero de patente: ES2353990 (A1) 2011-03-
09). Trabajos previos de este grupo de investigacion han demostrado la utilidad
de este producto tanto in vitro como en animales de experimentacion (Alaminos
et al., 2006; Vctor Carriel et al.,, 2012). Los estudios preclinicos con la
nanomatriz de fibrina-agarosa han permitido iniciar un ensayo clinico en
pacientes con ulceras corneales refractarias a los tratamientos convencionales
(CAH/UIc/2010, EudraCT: 2010-024290-40). La biomatriz se ha elaborado
segun las especificaciones contenidas en el expediente autorizado por la
AEMPS (Medicamento de Investigacion con n° 12-032) (Gonzalez-Andrades et
al., 2017; Rico-Sanchez et al., 2019).

Los excelentes resultados obtenidos hasta ahora permiten suponer que este
biomaterial y estos métodos de fabricacion podrian ser utiles para otro tipo de
tejidos artificiales. De hecho, esta matriz ha demostrado una compatibilidad
completa con diferentes tipos de células humanas como fibroblastos,
queratinocitos, células de la mucosa oral y también células madre pluripotentes
humanas (Victor Carriel et al., 2013). En nuestro ensayo, las propiedades
fisicas de la matriz de NFAH fueron ajustadas mediante un tratamiento de
compresion previamente probado que preserva la viabilidad celular, dando
lugar a un material mas fino con la elasticidad y resistencia mecanica
necesarias para ser manipulado en la implantacion quirdrgica. Aunque los
hidrogeles de fibrina-agarosa tienen poca estabilidad mecanica, han
demostrado que al ser nanoestructurados mejoran en cuanto a sus
propiedades biomecanicas de traccién, comprension y cizallamiento debido al
drenaje parcial del material. Como podemos observar en los resultados del
articulo 3, no se produjo una respuesta inflamatoria marcada en la retina de los
animales después del trasplante. Ademas, no se observo diseminacion de
células EPR a otros tejidos, lo cual fue comprobado por la ausencia de ADN
humano. Tanto la falta de inflamacion, la falta de diseminacién, asi como el
mantenimiento de la polaridad de las células trasplantadas, nos confirman que
el uso de este tipo de membranas de NFAH son seguras para ser utilizadas
como andamios para el trasplante de EPR.

Ademas del uso de membranas o andamios que han demostrado ser mas
efectivos que el uso de una suspension celular, otro tema relevante a tener en
cuenta con respecto a la terapia celular con EPR derivada de iPSC es si se
debe hacer uso de trasplantes alogénicos o autdlogos. Como ya se ha
mencionado anteriormente, en Japdén se ha llevado a cabo un ensayo clinico
para evaluar la seguridad y eficacia del trasplante autdlogo de laminas de
células de EPR derivadas de dos pacientes con DMAE humeda. Solo un
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paciente recibié un injerto autdlogo ya que se encontraron aberraciones
genéticas en la linea celular de iPSC generada en el segundo caso (Mandai et
al., 2017). El paciente trasplantado fue controlado durante cuatro afios y
aunque no se observaron efectos adversos graves, no hubo ninguna mejoria
en la agudeza visual (Mandai et al., 2017; Takagi et al., 2019). Finalmente, este
ensayo clinico fue suspendido debido a un cambio en la ley de medicina
regenerativa de Japon. El uso de células iPS autélogas para generar EPR no
es factible actualmente debido a los elevados costes en tiempo y recursos
necesarios para llevar a cabo un control completo de la seguridad y la calidad
de cada linea celular individual. Estos controles son un requerimiento previo a
su autorizacion para uso clinico, lo que hace que este enfoque no sea viable a
gran escala. Ademas, se ha demostrado el EPR-iIPSCs obtenido de pacientes
con DMAE presenta un metabolismo reducido lo que podria afectar a la
viabilidad de los injertos celulares. Por lo tanto, la tendencia actual para realizar
el reemplazo celular en pacientes con DMAE se basa en el trasplante de injerto
alogénico (Bracha et al., 2017; Gong et al., 2020; Jones et al., 2017).

Aunque el ojo es un organo inmunoprivilegiado debido a la barrera
hematorretiniana, otra preocupacion importante es el rechazo de los injertos
alogénicos de células de EPR que se ve mas comprometido en pacientes con
DMAE debido a la pérdida de la integridad del EPR (M. A. Zarbin, 2004). De
hecho, se ha informado de una mayor susceptibilidad al rechazo de injertos
alogénicos en pacientes con DMAE humeda comparandolo con pacientes con
DMAE seca, que puede estar relacionada con una alteracién de la barrera
formada por la membrana de Bruch y el EPR (Algvere et al., 1999). Esto
supondria el tratamiento cronico de los pacientes trasplantados con farmacos
inmunosupresores para mantener la viabilidad de las células trasplantadas, los
pacientes deben ser tratados cronicamente con farmacos inmunosupresores.
Desafortunadamente, la inmunosupresion a largo plazo se asocia a una gran
cantidad de efectos adversos que pueden agravarse en pacientes ancianos.
Para superar este obstaculo, se ha considerado el uso de iPSCs compatibles
con el antigeno leucocitario humano (HLA) para realizar trasplantes alogénicos.
En este diseno, los ensayos posteriores implicaran el uso de lineas de iPSCs
con compatibilidad HLA, disponibles en bancos de iPSCs, donde ademas se
debe de validar la estabilidad genomica de las mismas (Nakatsuji et al., 2008;
West et al., 2019).

Es por ello que consideramos nuestro estudio como una prueba de concepto
para llevar a cabo ensayos preclinicos que permitan evaluar la eficacia y
seguridad del trasplante de EPR derivado de iPSC en cerdos, ya que se ha
demostrado que este implante es adecuado para el trasplante subretiniano,
permitiendo que las células del EPR humanas sobrevivan y mantengan su
fenotipo y orientacion sin ningun evento adverso local o sistémico. Concluimos
que este producto de bioingenieria podria potencialmente usarse para
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aplicaciones de terapia celular en DMAE o para la enfermedad de Stargardt.

IPSCs como modelo celular para el estudio de la retinosis
pigmentaria.

La RP es la forma mas comun de distrofia retiniana y engloba un grupo
heterogéneo de enfermedades oculares hereditarias que causa una
degeneracion progresiva de la retina. A pesar de ser una enfermedad rara,
representa la forma mas comun de ceguera hereditaria en el adulto (Menghini
et al., 2020; Verbakel et al., 2018). Se han identificado multiples genes que
pueden contribuir a la enfermedad, incluyendo las mutaciones en el gen EYS
como causa mas comun de RPar no sindrémica, ya que su prevalencia oscila
entre el 5-16% en la poblacién europea y el 18-23% en la poblacion japonesa
(Isabelle Audo et al., 2010; Barragan et al., 2010; Daiger et al., 2017; Ferrari et
al., 2011; Hosono et al., 2012). Actualmente, no hay una terapia que pueda
detener la evolucion de la enfermedad o que permita recuperar la visién por lo
que su prondstico es malo. La terapia se limita a retrasar el proceso
degenerativo mediante la proteccidn de la luz solar, vitaminoterapia, tratando
las complicaciones como cataratas y edema macular, ademas de ayudar a los
pacientes a hacer frente a las consecuencias sociales y psicologicas de la
ceguera (Schachat, Andrew P., MD; Sadda, SriniVas R., MD; Hinton, David R.,
MD; Wilkinson, C.P., MD; Wiedemann, Peter, 2017; Shintani et al., 2009). Sin
embargo, durante la dultima década se estan desarrollando terapias
innovadoras que pudieran ser utilizadas en un futuro para el tratamiento de la
RP siempre y cuando demuestran experimentalmente su seguridad y eficacia
(Isiegas et al., 2016; Izquierdo-Serra et al., 2016; Sengillo et al., 2016; Shintani
et al., 2009; Stronks et al., 2016; Suzuki et al., 2016).

La terapia celular y la edicion génica son estrategias en desarrollo que, quizas
en un futuro, puedan ser utilizadas para el tratamiento de la RP siempre y
cuando demuestren que son seguras y eficaces. Estas terapias se basan en el
empleo de iPSC obtenidas del propio paciente a las que se les induce la
reparacion de la mutacion genética y posteriormente se diferencian hacia
células funcionales de la retina.

Teniendo en cuenta ambas consideraciones, en el objetivo 2 de esta tesis
doctoral se pretendia realizar la correccidn génica de una linea de iPSC de un
paciente con RP causada por mutaciones en el gen EYS y posteriormente
diferenciar hacia células de la retina (EPR y fotorreceptores) las lineas
celulares iPS corregidas y no corregidas para ser evaluadas y comparadas.

El gen EYS debido a su gran tamafio, 2 Mb de ADN genomico, es considerado
uno de los genes de mayor tamafo expresados en el ojo humano (Abd El-Aziz
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et al., 2008; Collin et al., 2008). El analisis de la estructura del gen confirma
que EYS presenta multiples isoformas y que 4 de ellas estan expresadas en la
retina. La proteina EYS esta formada por multiples dominios, entre ellos 28
dominios tipo EGF (factor de crecimiento epidérmico) en su extremo N-terminal
y 5 dominios LamG (G de laminina) C-terminales y su funcién, a dia de hoy, no
esta clara (Alfano et al., 2016; El-Aziz et al., 2010b).

Hasta la fecha, carecemos de una base sdlida para inferir la posible
funcionalidad de EYS en la retina humana, ya la mayor parte del conocimiento
sobre este gen proviene de su ortdlogo en Drosophila (Spacemaker-Spam)
(Gurudev et al., 2014b). Varios estudios afirman que probablemente la proteina
EYS esta presente en el cilio conector de los fotorreceptores desempefiando
un rol importante en el mantenimiento de la estructura y la funcion del mismo
(Alfano et al., 2016; M. Yu et al., 2016b). Otro estudio con pez cebra como
modelo animal con mutacién en EYS informd6 de una discapacidad visual de los
animales, con afectacion principalmente de los conos y deslocalizacion de
proteinas del segmento externo de los fotorreceptores y distorsion de los
filamentos de F-actina (Z. Lu et al., 2017b). Es por tanto posible que la RP
asociada a EYS sea una ciliopatia, ya que se sabe que aproximadamente el
80% de los genes que producen RP estan relacionados con el cilio primario de
los fotorreceptores (Wright et al., 2010). Aun asi, no se puede descartar que
algunas de las isoformas de EYS tengan un rol extracelular en la conformacion
de la matriz extracelular retiniana, denominada interphotoreceptor matrix (IPM),
que llena el espacio entre los fotorreceptores y entre estos y el EPR. EYS es
uno de los varios genes que causa RP no sindromica que codifican proteinas
que unen acido hialurénico y que se pudieran localizar en la IPM. La proteina
EYS contiene varios sitios para la union de cadenas de glicosaminoglicanos y
su alta homologia como Spam impide descartar una posible funcidn
extracelular (Bandah-Rozenfeld, Collin, et al., 2010).

Lamentablemente, no existe un modelo animal de esta enfermedad en
mamiferos y se desconoce el mecanismo patolégico a nivel molecular de
RP25, es por ello que el uso de tecnologias de reprogramacion celular de iPSC
generadas a partir de muestras de los pacientes abre puertas para profundizar
en los mecanismos moleculares de esta patologia.

En este trabajo, se ha generado la linea de iPSCs a partir de un paciente con
RP debida a una mutacion en el gen EYS. La generacion de este modelo
celular in vitro nos permitira comprender mejor la fisiopatologia de la
enfermedad. Las iPSCs fueron generadas a partir de una muestra de sangre
periférica de un paciente de 38 afios diagnosticado con distrofia hereditaria de
conos y bastones causada por una doble mutacién en heterocigosis en el gen
EYS, por un lado, una delecion de una Adenina en la posicién 3567 del exdn
23 del alelo paterno (c.3567delA p.Gly1190Aspfs*39) y, por otro lado, una
delecion de cuatro nucledtidos, CATT, en la posicion 4829-4832 del exén 26
del alelo materno (c.4829-4832delCATT p.Ser1610PhefsX7) que originan un
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cambio del marco lectura o sin sentido, dando lugar a una proteina truncada.

Al igual que la linea de iPSCs obtenida en el objetivo 1 de esta tesis doctoral, el
proceso de reprogramacion se llevo a cabo con vectores modificados del SV
que portaban los cuatro factores de transcripcion (Oct4, Sox2, c-Myc, Kif4)
(Takahashi et al., 2007), y una vez reprogramadas fueron caracterizadas
exhaustivamente llevando a cabo los ensayos recomendados por las
autoridades sanitarias espafiolas competentes (Comision de Seguimiento y
Control de la Donacion de Células y Tejidos Humanos del Instituto de Salud
Carlos Ill y el Banco Nacional de Lineas Celulares) (Adewumi et al., 2007;
Crook et al., 2010; Marti et al., 2013), descritos anteriormente. Estos ensayos
demostraron que las células iPSC obtenidas presentan un cariotipo normal,
tienen una capacidad pluripotente similar a las ESCs, estan libres de vectores
virales y tienen la capacidad de diferenciarse hacia las tres capas germinales
embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo. Una vez realizadas todas
las pruebas, se concluyé que las iPSCs generadas eran optimas para llevar a
cabo los siguientes experimentos de edicion génica y diferenciacion hacia EPR.

Esta linea de iPSCs se gener6 con el objetivo de corregir mediante
CRISPR/Cas9 una de las dos mutaciones, ya que asi desapareceria el fenotipo
de la enfermedad. Durante la realizacion de esta tesis doctoral, en primer lugar,
se disend una guia especifica para el alelo mutado en el exdn 23 y se realizé la
edicion génica sin afadir una secuencia de recombinacion homologa
especifica. Este disefio esta basado en los resultados descritos por Ma H et al.
(Ma et al.,, 2017) en el que consiguieron una alta eficiencia de reparacion
utilizando el alelo silvestre como molde de recombinacibn homdloga en
embriones humanos. A pesar de que el material biolégico era diferente, dada la
similitud entre ambos tipos celulares, nosotros decidimos utilizar esta
metodologia en nuestras células iPSCs.

Después del analisis de 48 clones, dos de ellos mostraron una edicion en su
secuencia que resultaba en una correccion en la fase de lectura pero sin
obtener una secuencia idéntica al alelo silvestre. Basandonos en estos
resultados, nuestra prediccion fue que se generaria una proteina funcional, no
truncada. Para verificar esto, procedimos a la diferenciacion celular hacia EPR
de la linea iPSCs editada y posteriormente, realizamos su estudio fenotipico.
Tal como habiamos anticipado, el EPR de las iPSCs editadas presenté un
fenotipo similar al EPR de un control sano ya que se recupero la longitud del
cilio primario y la morfologia de las microvellosidades del EPR. Ademas, el
ensayo funcional de resistencia transepitelial demostré que esta linea corregida
se comportaba de manera similar a una linea de un control sano.

Como nuestro objetivo inicial era conseguir una edicion en la que se
recuperase completamente la secuencia silvestre de alguno de los alelos,
hemos seguido trabajando siguiendo distintas estrategias: i) se disefid una
secuencia con brazos de homologia al alelo silvestre y en distintos
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experimentos, probamos la adicion de esta molécula junto con las guias de
corte, utilizando diferentes vectores no virales que facilitan la entrada de las
moléculas al interior celular; ii) se utilizaron algunas moléculas, bien para
modificar el ciclo celular o bien para favorecer la recombinacion homaologa con
el objetivo aumentar la probabilidad de que se produzca este tipo de
reparacion; vy iii) se disefid la molécula de brazos de homologia con unas
modificaciones quimicas que la hacen mas estable, incrementando asi su vida
media en el interior de las células. Todas estas pruebas se han realizado
basandonos en las innovaciones en edicibn génica que se han venido
publicando en estos ultimos anos (Liang et al., 2017; Riesenberg et al., 2019;
Torres-Ruiz et al., 2017).

A pesar de todas estas pruebas, aun no se ha conseguido el resultado
esperado y este proyecto continuia en marcha en el laboratorio.
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Conclusiones del Objetivo 1.

Se obtuvieron las iPSCs a partir de muestras de sangre periférica de individuos
sanos y pacientes con DMAE. El uso de muestras sanguineas es un proceso
menos invasivo que las biopsias cutaneas lo que facilita la obtencién de las
muestras.

En el proceso de caracterizacion de las lineas de iPSCs generadas no se
observaron alteraciones cromosomicas y sus caracteristicas morfologicas y
moleculares demostraron que se habian generado células con caracteristicas
compatibles con las ESCs.

Las iPSCs obtenidas fueron diferenciadas con éxito hacia EPR y tras su
caracterizacion, fueron trasplantadas en suspension en el espacio subretiniano
de un modelo murino de DMAE.

Los ratones Nrf2” trasplantados fueron evaluados concluyendo que el efecto
protector del trasplante EPR fue mayor en los ratones trasplantados con el
EPR derivado de iPSCs de individuos sanos. Sin embargo, las células en
suspension no fueron capaces de formar una monocapa.

El EPR derivado de iPSCs de un individuo sano fue cultivado sobre una
membrana de fibrina agarosa conservando todas sus caracteristicas
morfoldégicas y funcionales. Tras el proceso de nanoestructuracion, se observo
que las células de EPR eran viables para ser trasplantadas en animales de
experimentacion.

Los modelos murinos y porcinos fueron trasplantados con la membrana de
EPR-fibrina-agarosa. En el modelo murino se observé que no hubo rechazo del
trasplante y que las células se mantenian viables después de un mes de ser
trasplantadas. En el modelo porcino, después de dos meses, se comprobd la
viabilidad e integracion de las células EPR humanas sin producir una respuesta
inflamatoria severa ni diseminacion de las células trasplantadas a otros tejidos.

Por lo tanto, podemos concluir que EPR cultivado sobre una matriz de fibrina-
agarosa mantiene su polaridad y morfologia y que el trasplante EPR es seguro
al utilizar este tipo de biomaterial.

Conclusiones del Objetivo 2.

Se obtuvieron las iPSCs a partir de muestras de sangre periférica de individuos
sanos y pacientes con RP. El uso de muestras sanguineas es un proceso
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menos invasivo que las biopsias cutaneas lo que facilita la obtencién de las
muestras.

En el proceso de caracterizacion de las lineas de iPSCs generadas no se
observaron alteraciones cromosomicas y sus caracteristicas morfologicas y
moleculares demostraron que se habian generados células con caracteristicas
compatibles con las ESCs.

Se diferenciaron las iPSCs obtenidas hacia EPR y se evalu6 su fenotipo
mostrando que el EPR obtenido de las células del paciente con la mutacion
presentaba una atrofia de las microvellosidades, incremento del espacio
intercelular debido a la pérdida de las uniones estrechas, ausencia de la
proteina en la base del cilio primario y acortamiento de la longitud del cilio.

La correccidn geénica utilizando CRISPR-Cas9 para tratar las dos mutaciones
no fue exitosa. En el caso del exon 26 no logramos el corte del ADN gendmico
con las guias disefiadas. Para el exdon 23, logramos cortar el ADN gendmico
pero la insercidn que se produjo no fue la del alelo silvestre. Sin embargo, esta
nueva insercion permitio la correccion del marco de lectura y la produccion de
la proteina en las células de EPR.

Por lo tanto, podemos concluir que aunque la guia de corte disefiada para el
exdén 23 realizaba su funcion, no llegamos a corregir la mutacion
completamente porque no ocurri6 una recombinacién homologa que resultara
en el alelo silvestre.
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