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1. Resumen del proyecto

La retinosis pigmentaria es una ceguera progresiva relativamente frecuente dentro
de las enfermedades raras, ya que afecta a 1/4.000 habitantes. Por tanto, en el
mundo existen aproximadamente un millén y medio de personas con retinosis
pigmentaria. Las personas afectadas nacen con mutaciones en ciertos genes que
les predisponen para la enfermedad y que provocan una “vision en tunel” que,
dependiendo de los individuos, puede terminar en ceguera completa. Por tanto, es
una enfermedad hereditaria que puede transmitirse de diferentes modos. De los
50 genes que se han asociado a retinosis pigmentaria, nosotros hemos investigado
seis que se transmiten de padres a hijos de forma dominante (la mutacién de una

de las dos copias de un gen es suficiente para provocar la enfermedad).

Los seis genes que hemos estudiado causantes de la enfermedad, al estar
mutados en una de sus copias, son PRPF3, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPF31y
SNRNP200. Estos seis genes tienen en comun que codifican para proteinas que
intervienen en un mecanismo celular denominado splicing. Mediante el
mecanismo de splicing, el RNA mensajero derivado de un gen es procesado para
su uso para producir la proteina correspondiente. El segundo aspecto en comun
de estos seis genes es que estan muy bien conservados durante la evolucién, de
modo que son muy similares los de humanos y los de gusanos Caenorhabditis

elegans, y ademas realizan las mismas funciones en las células de las dos especies.

A pesar de la publicacion de mas de nueve mil trabajos cientificos sobre retinosis
pigmentaria, aun no existe tratamiento eficiente contra la ceguera que provoca.
Esta ausencia de terapias efectivas puede deberse a que los genes los implicados
en esta enfermedad son muy diversos. Por tanto, una medicina personalizada
para cada paciente dependiendo de las mutaciones que presente, podria ser la
estrategia a seguir. Nuestro grupo se ha centrado en investigar seis genes con la
misma funcion en la célula, y que por ello podrian requerir una terapia similar.

Para ello, hemos utilizado el organismo modelo Caenorhabditis elegans (C. elegans),
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un gusano de un milimetro de longitud, que es comunmente utilizado para
investigaciones biomédicas en todo el mundo. Descubrimientos realizados en este
gusano han producido tres Premios Nobel en los Ultimos afios, dos de ellos en

medicina y fisiologia.

Una paradoja del subtipo de retinosis pigmentaria que hemos investigado es que
las mutaciones causantes de la enfermedad existen en genes que sabemos que se
expresan en todas las células del organismo. Sin embargo, a pesar de esta
actividad génica global, esas mutaciones solo causan enfermedad en la retina, no

afectando a otros 6rganos del cuerpo.

Con estos antecedentes nos plantemos las siguientes preguntas:

¢Es posible crear un modelo de retinosis pigmentaria en C. elegans, un organismo
muy eficiente y exitoso en investigacién biomédica?

¢Cual es el mecanismo por el que mutaciones en estos seis genes de splicing
provocan una enfermedad exclusivamente en la retina?

¢Puede el conocimiento del mecanismo de la enfermedad, orientar y dinamizar el
hallazgo de terapias eficientes para pacientes con este subtipo de retinosis

pigmentaria?

2. Resultados

Un método clasico para conocer la funcidn de los genes es inactivarlos y analizar
las consecuencias. En este sentido, C. elegans posee la particularidad de permitir
inactivar los genes de un modo flexible y eficiente mediante la técnica del RNA de
interferencia por el alimento. En resumen: podemos inactivar la funcion del gen de
nuestro interés en distintos grados regulando el alimento (clon bacteriano que
produce RNA de doble cadena especifico para cada gen) en una poblacion de
gusanos. Nuestro grupo ha creado y validado herramientas para la inactivacion

parcial de estos seis genes en C. elegans. De esta forma hemos modelado la falta



parcial de funcién que se produce en pacientes de retinosis pigmentaria como

consecuencia de mutaciones.

Ademas de describir las consecuencias de la inactivacion de estos genes en C.
elegans, hemos estudiado los transcriptomas (RNA-sequencing) de poblaciones de
animales con una falta de funcién parcial para cada uno de estos seis genes. Como
resultado mas relevante, hemos observado que al inactivar estos genes de splicing
la célula responde expresando altos niveles de dos genes muy conservados entre
gusanos y humanos. Estos genes son atl-1, homologo del humano ATL que
interviene en la respuesta al dafio y al estrés replicativo en el DNA, y egl-1,

homologo de genes humanos activadores de la apoptosis.

Paralelamente hemos descubierto que uno de las seis proteinas de splicing
implicadas en la enfermedad, PRP-8, interacciona funcionalmente con otra
proteina, RSR-2, que interviene en el acoplamiento del splicing y la transcripcion

(FONTRODONA et al., Plos Genetics 2013).

Asi, en resumen, establecemos tres vias, dos novedosas, por las que se puede
afectar la viabilidad de las células de la retina cuando se inactivan estos seis genes
de splicing: (1) el propio splicing o procesamiento del RNA mensajero, (2) la
eficiencia de la actividad transcripcional, y (3) la activacion de ATL por estrés

replicativo y la consecuente induccion de apoptosis (figura 1).
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Los detalles moleculares de como una pérdida parcial de la funcién de estos seis genes puede

provocar apoptosis serian muy extensos para este resumen, pero podemos indicar que en nuestro
modelo la apoptosis estaria provocada por el splicing cotranscripcional y por la formacién de R-loops

en las horquillas de replicacion del DNA solo en células con una altisima actividad transcripcional.

3. Relevancia y posibles implicaciones

El descubrimiento de la induccién del activador de apoptosis eg/-1 tras la
inactivacion parcial de estos seis genes en C. elegans fue algo relevante, ya que las
células de la retina de pacientes con retinosis pigmentaria también mueren por el
mecanismo de apoptosis. Ademas, observamos que esa apoptosis ocurria
principalmente en células de la hipodermis del gusano; de igual modo que en
humanos solo las células de la retina estan afectadas, en el gusano se degrada un

tipo celular concreto.



Resulta muy interesante que exista una clara semejanza entre las células de la
retina humanay las células de la hipodermis del gusano: ambos tipos celulares
son células con una mayor actividad transcripcional en los respectivos organismos.
Por ello proponemos un modelo muy atractivo para el estudio de retinosis
pigmentaria, que seguramente sera explotado por otros grupos de investigacion y

por nosotros mismos en un futuro préximo.

Por otro lado, la activacion de la expresién de at/-1 implica que hemos identificado
una nueva via responsable de la apoptosis y, por tanto, si somos capaces de
inhibirla farmacol6gicamente podriamos aumentar la supervivencia de las células

de la retina y asi retrasar o evitar la ceguera progresiva.

CRISPR y medicina personalizada

La reciente técnica de CRISPR/Cas9 permite editar los genomas de células 'y
organismos modelo con una flexibilidad y eficiencia sin precedentes. En la
actualidad nuestro grupo ya ha usado esta técnica en otros proyectos para
introducir mutaciones puntuales o pequefias deleciones/inserciones “a la carta”.
En este escenario, la fusién del CRISPR/Cas9 con nuestro modelo de retinosis
pigmentaria en C. elegans nos permitira introducir en el genoma del gusano
mutaciones de los pacientes, de forma que cada persona detectada con una

mutacion en estos genes de splicing podria tener un “tubo de ensayo multicelular

personalizado” en el laboratorio sobre el cual testar posibles terapias.
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