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https://www.youtube.com/watch?v=AZ5mN081t-Q

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades de origen genético
caracterizadas por una lenta y continua destruccion del tejido muscular. Los
pacientes desarrollan una debilidad muscular progresiva que lleva a una
discapacidad motora en mayor o menor medida: desde la necesidad de ayudas para
desplazarse hasta una completa dependencia de terceras personas para realizar
cualquier actividad de la vida diaria. En algunas ocasiones, la enfermedad afecta
también a la musculatura respiratoria y cardiaca, produciendo insuficiencia
respiratoria y cardiaca. Desgraciadamente, no existen tratamientos efectivos que
modifiquen la historia natural de las distrofias musculares. Encontrar terapias que
sean capaces de enlentecer, estabilizar o mejorar a estos pacientes es uno de los
retos mas importantes en investigacion hoy en dia.

En este proyecto vamos a investigar una serie de aspectos clave para el diagndstico
y tratamiento de las distrofias musculares. Uno de los problemas que tenemos hoy
en dia sigue siendo el diagndstico de los pacientes. Existen 32 genes que se han
asociado a distrofia muscular, pero muchos otros producen enfermedades que se
asemejan notablemente. Los estudios de secuenciacién masiva de genes han
permitido diagnosticar a un mayor numero de pacientes, pero al mismo tiempo
encuentran variantes cuyo significado se desconoce. Es decir, no somos capaces de
predecir si esa variante en particular tiene un efecto patoldgico o no. Para ello
utilizamos programas informaticos que tratan de predecir el efecto bioldgico de una
determinada mutacion, pero en ocasiones estos programas no son capaces de
predecir el efecto de las mutaciones. En esos casos se necesitan estudios
funcionales que nos permitan ver si realmente esta mutacién produce un efecto
deletéreo o no. En este estudio vamos a utilizar una técnica llamada CRISPR-Cas
que permiten editar los genes, para introducir variantes de significado incierto en el
gen de la disferlina, un gen que produce un tipo de distrofia muscular (Figura 1).
Estudiaremos los efectos que estas variantes puedan tener en la expresion,
localizacion y funcidén de la disferlina en un modelo celular mediante una serie de
ensayos de laboratorios especificos. Con ello podremos determinar si esas variantes
son o no patogénicas mejorando el diagndstico de los pacientes.

1. ¢Para qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

En la actualidad no existen terapias curativas para las distrofias musculares,
aunque ya hay algunos ensayos clinicos con resultados esperanzadores. Este
proyecto pretende abordar estrategias que pueden ser de utilidad para enlentecer y
mejorar la progresion de la enfermedad. Ademas, se pretende generar
herramientas para conocer mejor los mecanismos de las enfermedades y para
identificar nuevas dianas terapéuticas.

2. ¢éQué informacion nueva aporta esta investigacion o proyecto?

El PDGFBB, que es un factor de crecimiento, tiene un papel importante en la
regeneraciéon muscular ya que favorece la migracion y division e las células satélite
que son las principales encargadas de reparar el tejido muscular después de un
dafio.

El Nintedanib, un farmaco desarrollado por Boehringer Ingelheim, es capaz de
enlentecer la fibrosis muscular y mejorar la funcion muscular tras un mes de
tratamiento en un modelo de ratén de distrofia muscular de Duchenne.



El tratamiento con inhibidores de proteasoma, que es un mecanismo que tienen las
células para ir renovando sus proteinas, aumentan de forma muy leve la expresion
de disferlina, pero tienen un efecto importante bloqueando las moléculas que
provocan la inflamacién en los musculos. Desgraciadamente, la reparacion de la
membrana, otra de las funciones importantes de la disferlina, no se ve afectada.
Esto demuestra que la disferlina tiene multiples funciones que farmacolégicamente
no pueden corregirse en su conjunto con un solo medicamento.

La células TE671, procedentes de un tipo de tumor muscular, pueden ser Utiles
para el estudio de farmacos para la distrofias musculares. Mediantes diversas
técnicas podemos modificar estas células para que se asemejen a las células
musculares no tumorales, convirtiéndose de este modo en un buen modelo para
estudiar el efecto de diversos farmacos para distrofias musculares.

La posibilidad de introducir mutaciones en esta linea celular debe permitir, por un
lado probar terapias personalizadas y por otro evaluar el verdadero impacto
patogénico de aquellas mutaciones que en este momento se definen como de
significado incierto.

3. éQué problematicas resuelve esta investigaciéon o proyecto?

Por un lado aporta datos sobre un posible tratamiento para reducir la fibrosis en el
musculo de pacientes con distrofia muscular y por otro ofrece nuevas herramientas
para probar farmacos y para estudiar las enfermedades musculares.

4. ¢éPor qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Aungue la terapia génica estd mostrando grandes avances, todo parece indicar que
todavia tardaremos en obtener un tratamiento que pare la evolucion de las
distrofias musculares. Es por ello conveniente descubrir tratamientos que puedan
enlentecer la progresion de la degeneracion muscular, haciendo que el musculo de
los pacientes no esté tan deteriorado como para que las futuras terapias ya no
puedan ser efectivas. Es mas que probable que en el futuro utilicemos terapia
combinada: terapia génica + farmacos antifibroticos o que aumentan Ila
regeneracion muscular.

5. ¢éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

Es fundamental invertir en el desarrollo de nuevas terapias que permitan mantener
el musculo esquelético en un buen estado por un mayor periodo de tiempo.
Farmacos como los antifibréticos, proregenerativos, antiinflamatorios tienen
claramente un papel hoy en dia. Es importante desarrollar estas terapias, que en un
futuro combinaremos con terapia génica.

6. ¢En qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

Los resultados de estas lineas de investigacion pueden contribuir al tratamiento de
pacientes con diversos tipos de distrofia muscular. En el caso de los tratamientos
dirigidos a enlentecer el proceso fibrético, dado que se trata de un proceso comun a
muchos tipos de enfermedad muscular, podria ser beneficioso para un mayor
numero de pacientes. Los estudios en modelos celulares permitirdn terapias mas
personalizadas y poder dar un diagndstico final a aquellos pacientes en los que los
programas de prediccidén del efecto de la mutacién no son concluyentes.



7. éComo la investigacion puede afectar a la vida de las personas
afectadas con estas enfermedades raras?

Como ya hemos comentado, el poder enlentecer la progresién de la enfermedad
muscular permite a los pacientes poder ser candidatos a las terapias génicas que
estan en ensayo y que todavia pueden tardar un tiempo hasta que estén
disponibles para todos los pacientes. Es importante que el musculo esté lo mas
preservado posible cuando esto ocurra. Nuestra investigacion permite ademas
testar una gran cantidad de farmacos nuevos que pueden ser Utiles para todos los
tipos de distrofia muscular.

8. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc. se
han realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacion
en otros paises o en Espafa y resultados, visitas, participaciones en
Congresos.

Los datos estan recogidos en las publicaciones de las que se puede disponer. hemos
publicado 3 articulos en revistas internacionales cientificas con alto impacto y que
han sido citadas en numerosas ocasiones. Estas investigaciones han sido la base de
dos proyectos de tesis doctoral. Ver publicaciones en el siguiente enlace:
Publicaciones Comité Cientifico

Hemos colaborado con el grupo del Dr. Navarro del Instituto de Neurociencias de la
UAB y con el grupo del Dr. Vilchez en el hospital La Fe de Valencia.

Se ha asistido al congreso de la World Muscle Society en 2016 (Granada, Espafia),
2017 (Saint Malo, France) y 2018 (Mendoza, Argentina).

9. ¢Cuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

Este proyecto se ha basado en modelos animales y celulares. En el trabajo
publicado en American Journal of Pathology se han analizado biopsias musculares
de 5 pacientes con distrofia muscular de Duchenne. En el articulo 2 se ha utilizado
un modelo murino de DMD vy en el Ultimo articulo se ha utilizado una linea celular
humana (TE671).

10. iCuantos investigadores han participado?

Han participado los Dres. Noemi de Luna, Xavier Suarez, Jordi Diaz y Eduard
Gallardo, y las estudiantes de doctorado Esther Fernandez
(contrato financiado por la Fundacién Gemio) y Patricia Pifol-Jurado Ademas, 4
estudiantes de los grados de Biologia y Biotecnologia de la Universidad de
Barcelona han participado en estos experimentos.

Financiacion recibida para contratacion de personal de investigacion: 1
investigador.

11. éQué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

Se han publicado 3 trabajos en revistas de primer decil (1) y de primer cuartil (2).
El uso del Nintedanib como anti-fibrotico en distrofias musculares esta en proceso
de patente con Boehringer Ingelheim y el Dr. Diaz es co-inventor.


https://www.fundacionisabelgemio.com/category/comite

12. éCuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

Dado que el fendmeno de fibrosis es comidn a muchas distrofias musculares, los
posibles beneficios de este estudio no estan restringidos a la distrofia muscular de
Duchenne. Eso quiere decir que pacientes con otras distrofias musculares pueden
beneficiarse de este tratamiento. Si bien no se sabe cuantos pacientes en el mundo
tienen una distrofia muscular, sabemos que 1 de cada 4.000 nacidos varones tiene
una enfermedad de Duchenne.
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Figura 1.- Introduciremos mediante técnicas de CRISPR-Cas mutaciones puntuales
en el gen de la disferlina en modelos celulares para estudiar su potencial efecto
patogénico. Este mismo modelo nos permitira valorar la utilidad de baterias de
tratamientos.

Pero al mismo tiempo disponer de estos nuevos modelos celulares en los que
podemos introducir mutaciones determinadas nos permite probar la eficacia de
baterias de medicamentos que podrian tener un papel importante modificando la
funcion de la proteina disferlina, aumentando la expresion de la proteina,
reduciendo el efecto deletéreo de las mutaciones y en general, mejorando la
situaciéon de la célula. Vamos a estudiar en particular un grupo de farmacos,
denominados inhibidores del proteasoma, que sabemos que pueden aumentar la
expresion de disferlina en determinadas condiciones.

Llevamos afios estudiando el proceso de fibrosis muscular que tiene lugar en los
musculos de pacientes con distrofias musculares. Estudios previos en nuestro
laboratorio han mostrado el importante papel de una proteina conocida como
PDGF-AA en este proceso (Figura 2). Hemos demostrado como farmacos que
bloquean el receptor celular de PDGF-AA reducen el proceso fibrotico muscular y
mejoran la funcién muscular de un modelo murino de distrofia muscular. Pero estos
tratamientos tienen efectos secundarios que posiblemente limitaran su uso en
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ensayos clinicos en pacientes pediatricos. Para ello estamos estudiando si
tratamiento que reducen los niveles circulantes de PDGF-AA pueden ser Utiles
reduciendo la fibrosis muscular y mejorando la funcién motora de modelos animales
de distrofia muscular.
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Figura 2.- Representaciéon del objetivo en el que pretendemos desarrollar
anticuerpos anti-PDGFAA para reducir el proceso fibrético de los musculos.

En los Ultimos afios se ha descrito un nuevo tipo de célula residente en musculo
gue tiene un papel importante en el proceso de fibrosis y degeneracion muscular.
Esta célula se conoce como FAP cell. Los estudios realizados hasta el momento se
han centrado en caracterizar la funcion de estas células obtenidas desde modelos
de ratdon. Apenas se conocen las funciones de las FAP cells humanas o si las
funciones descritas en ratéon son las mismas que se encuentran en humanos.
Disponemos de un biobanco de mas de mil biopsias humanas con diversos procesos
neuromusculares en nuestro laboratorio. Gracias a los fondos de la Fundacion
Isabel Gemio hemos podido poner a punto las técnicas necesarias para aislar estas
células desde biopsias congeladas y poder de este modo, estudiar su funcién. En
este proyecto queremos aislar FAP cells de biopsias muscular de controles sanos y
de pacientes con distrofias musculares y estudiar sus caracteristicas biolégicas y su
respuesta a estimulos profibréticos para conocer si tienen un papel relevante en el
proceso de degeneracion del musculo esquelético (Figura 3). De ser asi, nuestro
estudio que va a profundizar en las vias moleculares activadas en estas células,
puede proporcionar nuevas dianas para el tratamiento de las distrofias musculares.
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Figura 3.- Obtendremos células de tipo FAP cell de biopsias musculares de controles
y pacientes para realizar estudios funcionales, de expresién génica y cocultivos con
otros modelos celulares.



II1. Linea de investigacion
Titulo: Caracterizacion de células con potencial miogénico
Referencia: FGEMIO-2009-02

Periodo concedido: 01/01/2009 a 31/12/2015

12 Renovacion: 01/06/2016 a 31/12/2018
22 Renovacion: 15/07/2019 a 31/12/2021

Cantidad concedida: 627.000 €

300.000 € (primer periodo). 12 Renovacion: 177.000 €
23 Renovacion: 150.000 €

Investigador principal: Dr. Adolfo Lopez de Munain
Institucion:

1. Fundacion ILUNDAIN de Estudios Neurolégicos.
2. Hospital Donostia de San Sebastian.

VIDEO EXPLICATIVO: DR. ADOLFO LOPEZ DE MUNAIN

GRUPO DE INVESTIGACION


https://www.youtube.com/watch?v=O1vrs8287rk

“ESTUDIO DE LA CAPACIDAD REGENERATIVA DE LOS PROGENITORES
MUSCULARES DERIVADOS DE iPSs DE PACIENTES CON DISTROFIA DE CINTURAS
TIPO 2A. ESTUDIO IN VITRO Y EN UN MODELO MURINO DE DANO TISULAR”

La distrofia de cinturas de Tipo 2A (LGMD2A) es una enfermedad genética de
herencia recesiva, causada por mutaciones en el gen que codifica la calpaina 3. Las
personas afectadas desarrollan una debilidad muscular progresiva, cuyo inicio se
sitlla generalmente entre los 8 y los 15 afios, desembocando en la pérdida de
deambulacién entre 10 y 30 afios después de la apariciéon de los sintomas. Sin
embargo, es de destacar la gran variabilidad fenotipica que presentan los distintos
pacientes.

Aunque la causa genética de la enfermedad ha sido caracterizada, con mas de 300
mutaciones descritas como responsables de la enfermedad, se desconocen los
mecanismos celulares que provocan la degeneracion muscular, lo que dificulta el
desarrollo de tratamientos eficaces para dicha enfermedad.

Este proyecto pretende establecer un modelo celular derivado de muestras de
pacientes, que permita estudiar el papel que juega la calpaina 3 en el desarrollo y
regeneracion muscular, asi como para testar el potencial terapéutico de diversos
farmacos para el tratamiento de la LGMD2A.

Para ello, se han reprogramado fibroblastos obtenidos de biopsias de piel de cinco
pacientes (como representantes de la gran variabilidad mutacional y fenotipica
existente entre los pacientes afectados), hasta llevarlos a un estado de
pluripotencialidad, también conocido como iPS (Induced Pluripotent Stem Cells).
Una vez establecidas estas lineas de iPS especificas de cada paciente, se
diferenciaran a progenitores musculares mediante la aplicacion de un protocolo de
induccién transitoria de Pax7 (marcador de células progenitoras musculares), y por
ultimo estas células seran diferenciadas a musculo esquelético. Este modelo celular
posibilitara el estudio de la funcidén de la calpaina 3 en la regeneracion muscular y
ayudara a entender el mecanismo patoldgico de la enfermedad. Ademas, se
estudiara el papel que juega la calpaina 3 en la capacidad regenerativa de estas
células in vivo, mediante la realizacién de un ensayo en un modelo murino de dafio
tisular.

Este proyecto, a diferencia de las herramientas existentes en la actualidad para
estudiar dicha enfermedad, establece una fuente inagotable de material celular
derivado de pacientes, sin que sea necesario realizarles biopsias musculares.
Ademas, es de destacar que estas lineas celulares permiten estudiar el mecanismo
patoldgico de la enfermedad en estadios previos a la formacion terminal del
musculo.

RENOVACION DE PROYECTO 2016-2019

Como consecuencia de los resultados obtenidos a lo largo de los ejercicios de 2017
y 2018, hemos visto que seria interesante contar con un modelo de la enfermedad
en animal grande que por un lado, recapitule mejor las caracteristicas de la
enfermedad humana y que por otro, nos permita testar la influencia de la proteina
en la capacidad regenerativa del musculo sin las restricciones de cantidad de
células satélite aislables por musculo que tenemos con el raton.



A este respecto a lo largo de 2018 y 2019 hemos iniciado en colaboracién con la
Catedra de Fisiologia Animal dirigida por el Prof. Joaquin Gadea de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Murcia y con la Dra. Elena Abelldn del centro de
Cirugia Minimamente Invasiva Jesus Uson de Caceres un proyecto de generacion de
cerdos con mutacion en CANP3. Este proyecto estd en marcha y en el momento de
redactar esta memoria de renovaciéon de proyecto (abril de 2019), se han generado
las sondas adecuadas para inactivar el gen y en Diciembre de 2018 tuvimos la
primera prueba de concepto de generacion de embriones con CANP3 inactivada. N
este momento se estad procediendo a la optimizacién del proceso para generar un
mayor numero de animales homocigotos y se espera poder implantar embriones en
cerdas gestantes a finales del segundo trimestre de 2019. Tas su alumbramiento y
una vez tipados molecularmente, los animales se trasladaran al CCMI Jesus Uson
de Caceres para su caracterizacion fenotipica y los experimentos sobre miogénesis
planificados en el proyecto original sobre ratén si como otros nuevos destinados a
evaluar la utilidad de compuestos farmacoldgicos capaces de modificarlos.

A estos efectos se ha solicitado financiacién complementaria a la convocatoria del
Instituto Carlos III para proyectos de Desarrollo Tecnolédgico y se ha enviado una
letter of intention a Coalition for Cure Calpain 3, un advocacy group de EEUU
centrado en promocionar investigacion en torno a la patologia humana derivada de
mutaciones en este gen, estando en estos momentos a la espera de respuesta
sobre la subvencién solicitada.

1. éPara qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

El grupo trabaja en la caracterizacion de la fisiopatologia de la enfermedad de
Duchenne buscando puntos comunes (alteraciones en la miogénesis y homeostasis
de calcio) con otras distrofias que den lugar a tratamientos que puedan ser
utilizados para varias miopatias como terapias curativas o que mejoren las
posibilidades de otras terapias en investigacion como las terapias génicas o las
celulares. Nuestra aproximacion trata también de mejorar los modelos de estudio
para que los resultados sean mas facilmente trasladables y de manera mas rapida a
humanos.

2. éQué informacion nueva aporta esta investigacion o proyecto?

En este momento los puntos principales de novedad basada en la investigacién se
centran en cuatro puntos:

. El desarrollo de los compuestos AHK (patentados y licenciados a una start-up,
MIRAMOON PHARMA creada por el grupo, (www.miramoonpharma.com) para
Distrofia de Duchenne, distrofia miotdnica y esclerosis lateral amiotrofica.

. Estudio de la miogénesis en la distrofia de cinturas por déficit de calpaina con
el desarrollo de un modelo animal en cerdo y de anticuerpos que mejoren los
existentes de cara a proseguir las investigaciones y tener un modelo adecuado para

terapias.
. Estudio del metabolismo muscular en la esclerosis lateral amiotroéfica.
. Estudio de los mecanismos de envejecimiento en la distrofia miotdnica y su

modulacién farmacoldgica.
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http://www.miramoonpharma.com/

3. éQué problematicas resuelve esta investigacion o proyecto?

Mejorar las herramientas para investigar (modelos porcinos y Ac) en enfermedades
neuromusculares que sirvan a otros grupos para testar terapias sean estas génicas,
celulares o farmacoldgicas.

Desarrollo de pequenias moléculas, en ingles small molecules, (AHK) para tratar
enfermedades neuromusculares raras basadas en dianas relacionadas con |Ia
homeostasis del calcio, vias mTOR y envejecimiento, asi como sobre la miogénesis
y la atrofia.

4. ¢Por qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Porque necesitamos comprender la fisiopatologia de los procesos secundarios
subyacente a la pérdida génica para poder establecer terapias alternativas a las de
reemplazo génico o paliativas que puedan aplicarse a pacientes no candidatos a
terapias génicas o muy evolucionados.

Necesitamos por otro lado desarrollar nuevas herramientas para investigacion que
resuelvan problemas no resueltos con las actuales (iPS humanas, modelos
experimentales porcinos y modelos en Drosophila).

5. éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

Este es un proyecto que el FIS ha financiado parcialmente en 2 convocatorias (2014
y 2017) y la financiacidon de la Fundacion Isabel Gemio es fundamental para cubrir
todas las etapas propuestas. La pertinencia deriva de la importancia de los
problemas que pretende abordar.

6. ¢En qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan

La investigacion aplicada a enfermedades neuromusculares raras beneficia en
primer lugar a los enfermos que necesitan que se conozcan sus enfermedades para
desarrollar terapias.

En segundo lugar el conocimiento de la fisiopatologia muscular alterada en estas
enfermedades ofrece un conocimiento general aplicable a otras patologias mucho
mas frecuentes como la sarcopenia asociada a la vejez o la atrofia muscular
asociada a enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrofica
o la distrofia miotonica.

7. ¢éCo6mo la investigacion puede afectar a la vida de las personas
afectadas con estas enfermedades raras?

La investigacién genera de por si esperanza en unos enfermos que saben que la
curacion solo vendra de la mano de la investigacion.

El grupo planea iniciar a lo largo de 2019 2 ensayos no comerciales; uno en
esclerosis lateral amiotréfica y otro en distrofia miotdénica y ha creado una
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compafia start-up (MIRAMOON PHARMA, www.miramoonpharmal.com) para
desarrollar la preclinica de un compuesto para tratar la distrofia de Duchenne.

Ademas el grupo clinico esta en los grupos para participar en ensayos clinicos
internacionales sobre distrofia de Duchenne, miastenia, distrofia de cinturas 2A,
distrofia miotdnica y distrofia facioescapulohumeral.

8. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc. se han
realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacion en
otros paises o en Espafna y resultados, visitas, participaciones en
Congresos.

Ademas de las publicaciones el investigador principal ha impartido las siguientes
conferencias relacionadas con las enfermedades neuromusculares a lo largo de
2018:

. Lopez de Munain A. El consejo genético en las enfermedades poliédricas: el
caso de la esclerosis lateral amiotréfica. Simposium Internacional. Genética y
esclerosis lateral amiotrdéfica: implicaciones y retos en el conocimiento, diagnostico
y manejo de la enfermedad. Fundacion Luzon-Fundaciéon ARECES, Madrid 5 de Abril
de 2018.

. Lopez de Munain A. Problemas de interpretaciéon de los resultados genéticos
en la practica clinica. XV Curso de Enfermedades Musculares en la Infancia y
Adolescencia. Hospital Ramon y Cajal, Madrid, 6 de Abril de 2018.

. Lopez de Munain A. Distrofia facioescapulohumeral. Aspectos clinicos.
Primer Encuentro FSH-Spain, Burgos 4-6 de Mayo de 2018.

Y las siguientes comunicaciones relacionadas con las enfermedades
neuromusculares:

o Zufiria M, Lasa j, Ondaro J, Ferandez-Pelayo, Agueros, Atin M, Urtizberea M,
Mufioz-Oreja M, Etxabe ], Herranz-Pérez V, Garcia-Verdujo JM, Fernandez-Eulate G,
Riancho J, Gereiiu G, Vallejo-Illarramendi A, Holt I, Gil-Bea F], Lopez de Munain
A. Defective function of amyotrophic lateral sclerosis-linked genes impairs
metabolic fithess of myoblasts and impacts muscle regeneration. VI International
Congress on Research and Innovation in Neurodegenerative Diseases, Santiago de
Compostela, September 19-21, 2018.
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9. ¢Cuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

El grupo de Neuromuscular lo componen actualmente:

o 4 investigadores clinicos (2 doctores y 2 licenciados) entre los que se incluye
el director de Area, Prof. Lopez de Munain.

o 6 investigadores posdoctorales.

o 8 Investigadores predoctorales.

o 1 Técnico Licenciado Superior.

o Apoyo Administrativo compartido con otras lineas de Neurociencias.

Financiacién recibida para contratacion de personal de investigaciéon: 4
personas reciben financiacién parcial derivada de la ayuda de la Fundacién
Isabel Gemio.

10. ¢Cuantos investigadores han participado?

En esta investigacién participan o han participado ademas de las personas que
estan en ese grupo, los anteriores becarios predoctorales del drea (actualmente 5
trabajando en diversas empresas relacionadas con la biotecnologia como
VIRALGEN, BIOBIDE, IMASMED, etc.)

. Participan los colaboradores que son multiples y que por citar sélo los mas
importantes y recientes:

o El grupo del Prof. Ars Arnem (I. Karolinska,Estocolmo, Suecia) en modelos
sapje de Distrofia de Duchenne).

o El grupo de Gena Ruiz (Instituto 12 de Octubre, Madrid) en el estudio de los
cardiomiocitos en distrofia de Duchenne.

o El grupo de Jorgina Satrustegi (CMM, CSIC, Madrid) en el estudio de la
homeostasis del calcio en LGMD2A y esclerosis lateral amiotrofica.

o Prof. Rubén Artero (Valencia), Dra. Gisela Nogales (Barcelona) en distrofia
miotinica.

o Dr. Javier Riancho (Cantabria), Prof. Isidre Ferrer (Barcelona), Prof. Rosario
Osta (Zaragoza), Prof Abraham Acevedo (Tenerife) en la esclerosis lateral
amiotrofica.

o El grupo de la Dra. Shahinnaz Gadalla (NIH, Bethesda, USA), el del Dr. Jose
Ignacio Emparanza (San Sebastian),y el del Dr. Ander Matheu (San Sebastian) en
envejecimiento y cancer en distrofia miotonica.

o El grupo de la Prof. Rita Perlingeiro (Minnesota, USA) en el desarrollo ipS de
LGMD?2A.

11.¢Qué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

Existe la patente del compuesto AHK.

Se ha creado una pequefia empresa, en inglés start-up,
(www.miramonpharma.com) para el desarrollo preclinico de estas moléculas
licenciadas desde la Administracion titular de la patente.
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12.éCuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

A priori todas las personas con enfermedades neuromusculares raras podrian
beneficiarse y en especial aquellas en las que los mecanismos de dishomeostasis,
desregulacion, del calcio o los mecanismos de envejecimiento muscular estén
implicados (distrofia de Duchenne, distrofia de cinturas tipo 22, esclerosis lateral
amiotrofica y distrofia miotdnica) ya que el tratamiento en fase de estudio ha
demostrado capacidad y actividad terapéutica en estas enfermedades.
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III1. Linea de investigacion

Titulo: Tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne induciendo una
megadelecion de los exones 45-55 en el gen DYS utilizando el sistema
CRISPR-CAS9

Referencia: FGEMIO-2011-01

Periodo concedido: 04/02/2011 a 31/12/2016

Renovacion: 18/05/2018 a 31/12/2020

Cantidad concedida: 330.000 €

180.000 € (primer periodo). Renovacién: 150.000 €

Investigador principal: Dr. Juan J. Vilchez Padilla

Institucion:
Instituto de Investigacion Sanitaria.
Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia

VIDEO EXPLICATIVO: DR. JUAN VILCHEZ

GRUPO DE INVESTIGACION
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Corta pega genético para reparar la distrofina

El objetivo de este proyecto es tratar a los pacientes con distrofia muscular de
Duchenne que tienen cualquier tipo de mutacién en la region del gen de la
distrofina comprendido entre los exones 45 y 55 y que supone un 60 % de todos
los casos conocidos de dicha enfermedad.

Utilizando el sistema de edicion génica Crispr-Cas9, el trabajo del Grupo de
investigacion en Patologia Neuromuscular y Ataxias consistirda en inducir una
megadelecién de los exones 45-55, tomando como molde un modelo de delecién
natural que ocurre en pacientes asintomaticos, con el fin de restaurar la pauta de
lectura del gen Dys en pacientes con mutaciones entre estos 10 exones.

Las distrofinopatias son enfermedades neuromusculares que se producen por
mutaciones en un Unico gen. La mas frecuente es la distrofia muscular de
Duchenne que, con una incidencia de 1 de cada 3.500 nifios varones, es una de las
enfermedades raras mas habituales. Con menor frecuencia y sintomas mas leves,
se conoce a la distrofia muscular seudohipertrofica benigna o distrofia muscular de
Becker, una forma distrofia muscular que evoluciona mas despacio y es menos
comun.

En estas dos enfermedades neuromusculares degenerativas, la deficiencia de
distrofina desencadena una cascada de degeneracién en el musculo. La distrofina
es una proteina muy importante en la estabilizacion y proteccion de las fibras
musculares. Se encarga de estabilizar las membranas de las células musculares y
de conectar el citoesqueleto con la matriz extracelular. La mutacién en este gen
tiene que ver con cambio de la pauta de lectura que da lugar una proteina anémala
que no se pliega bien y acaba siendo degradada. Asi, las células musculares
degeneran, mueren paulatinamente y las fibras musculares acaban sustituyéndose
por tejido adiposo o por colageno.

En el caso de la distrofia muscula de Duchenne, la ausencia de distrofina es total,
mientras que en la de Becker es parcial. La distrofia muscular de Becker, en este
sentido, es un paradigma para la enfermedad y la tecnologia CRISPR-Cas9 actua
como un bisturi molecular que consigue cortar la parte del gen dafiada en distrofia
muscular de Duchenne y repararla con fragmentos de la mutacidon benigna de la
distrofia muscular de Becker.

El doctor Vilchez asegura que ‘este abordaje de la enfermedad, hace unos afios, era
impensable porque no teniamos a nuestra disposicién una herramienta tan potente
como la tecnologia CRISPR-Cas9’. Esta técnica de edicion genética repara la
mutacion del gen causante de la enfermedad y es capaz de corregir y editar el
genoma de cualquier célula empleando el sistema corta-pega, eliminando la zona
de la hebra de ADN donde se encuentra la mutacién dafiina.

‘El objetivo, ahora, es buscar en la terapia génica el modelo que imite
perfectamente la forma benigna de la distrofia muscular de Becker en pacientes con
distrofia muscular de Duchenne para mejorar su calidad de vida’, explica el doctor
Juan Vilchez.

Una enfermedad rara, pero habitual

La distrofia muscular de Duchenne es la distrofia muscular mas comun
diagnosticada durante la infancia. Es una enfermedad que limita seriamente la vida
de los pacientes. Afecta a 1 de cada 3.500 nifios en todo el mundo y cada afio se
diagnostican unos 20.000 casos.
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La distrofia muscular de Duchenne es una forma de distrofia muscular que provoca
debilidad y pérdida del tejido muscular y que avanza rapidamente. Los pacientes
pierden el movimiento de las extremidades, y otros musculos, como el diafragma y
el corazdén, también resultan afectados

La distrofia de Duchenne afecta con mayor frecuencia a los nifios ya que tiene un
patréon de herencia de tipo recesivo ligada al cromosoma X. Los hijos de mujeres
portadoras de la enfermedad tienen cada uno un 50% de probabilidades de tener la
enfermedad y las hijas tienen, cada una, un 50% de probabilidades de ser
portadoras, pero no es habitual que las nifias padezcan la enfermedad.

Actualmente no existe cura o tratamiento definitivo. Se utilizan tratamientos
paliativos como la terapia fisica, ocupacional y respiratoria para mejorar algunos de
los sintomas. La esperanza de vida se sitla entre los 30 y los 40 afos.

1. éPara qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

El proyecto tiene por objeto neutralizar las mutaciones situadas entre los
exones 45 y 55 del gen DMD que causan el 60 % de casos de distrofia
muscular de Duchenne. Este abordaje se ha podido conseguir gracias a la
instauracion de la tecnologia CRISPR-Cas capaz de cortar y enlazar las
hebras del ADN.

2. éQué informacién nueva aporta esta investigacion o proyecto?

La ausencia de los exones 45-45 del gen DMD se ha observa en personas que
han tenido una mutacién espontanea o la han heredado de su madre y que han
permanecido asintomaticas incluso en edades avanzadas.

También se ha visto en pacientes distrofia muscular tipo Becker y sujetos que
han desarrollo una miocardiopatia grave que requiere trasplante cardiaco.
Nuestro objetivo es descubrir los mecanismos que determinan las
complicaciones musculares y cardiacas.

3. éQué problematicas resuelve esta investigacion o proyecto?

Las terapias génicas que se investigan actualmente empleando el skipping de
exones pretenden trasformar una forma distrofia grave en otra de curso mas
benigno. Nuestra investigacion pretende usar un molde de skipping que
transforme al paciente en asintomatico y que no desencadene complicaciones
cardiacas.

4. ¢Por qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Este estudio surge a raiz de una investigacion previa de nuestro grupo cuyo
objetivo era descubrir las causas que provocan aumento de la enzima creatina
quinasa como Unico sintoma vy, entre otros, descubrimos sujetos con Ia
delecién 45-55 del gen DMD que permanecian asintomaticos durante toda su
vida. Este modelo natural se podria reproducir como un molde para tratar las
formas graves de distrofia de Duchenne.

5. éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

La distrofia de Duchenne es una enfermedad incurable que durante la
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infancia ocasiona una progresiva degenera de los musculos, provocando la
perdida de deambulacion en la adolescencia y la muerte prematura por
complicaciones respiratorias y cardiacas.

éEn qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

En el contexto de las enfermedades raras la distrofia de Duchenne es una de
las mas frecuentes. Como enfermedad invalidante y crdénica tiene un alto
impacto familiar, socio-sanitario y econdmico. Se trata de pacientes con alto
grado de dependencia y con demanda de recursos asistencia de notable coste.

éComo la investigacion puede afectar a la vida de las personas
afectadas con estas enfermedades raras?

La correccion de la mutacion causante de distrofia de Duchenne traera
consigo una paralizacién o retraso en la progresion de la enfermedad que se
traduciria en evitar la dependencia de la silla de ruedas, ventilacién asistida,
intervenciones ortopédicas y de la escoliosis, evitando ademas ingresos vy
permitiendo una mayor integracién escolar y social.

Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc., se
han realizado, consultas, interacciones con otros grupos de
investigacion en otros paises o En Espafia y resultados, visitas,
participaciones en Congresos.

En la pasada anualidad se han realizado las siguientes actividades
relacionadas con el presente proyecto:

1) Clinica: Se han visitado los pacientes indice que constaban en nuestros
registros como portadores de la deleccion 45-55 del gen DMD vy se les ha
pasado un cuestionario y una exploracidon estructurados recogiendo las
manifestaciones basicas: a) debilidad muscular, b) cardiomiopatia, c)
alteraciones cognitivas. Se ha trazado un arbol genealdgico de cada
familia y se han recogido el maximo de casos secundarios (hermanos,
abuelos maternos, primos u otros varones por linea materna). A aquellos
que aceptaron se les administré el mismo protocolo._Total de pacientes
evaluados: 20 (12 indices y 8 secundarios).

2) Laboratorio: Tras consentimiento se han realizado u obtenido las
siguientes muestras o pruebas: a) muestras de sangre para obtener
sueros y DNAA (20); 2) ECG y Ecocardio (12); RM muscular (9), biopsias
musculares (6).

3) Genética: Se ha localizado los puntos de fractura de la delecién 45-55 en
los intrones 44-45 y 55-56, primero mediante una aproximacion
segmentaria con Arrays, seguido de PCRs multiples de la regidon contigua a
las fracturas intrénicas. Se ha disefiado una herramienta con tecnologia de
captura Agilent para una identificacién mas rapida y eficiente de los puntos
de ruptura.

4) Analisis de biopsia musculares (8): morfologia, histoquimia,
inmunohistoquimica.

5) Cultivos de mioblastos primarios: 8

6) Colaboraciones: a) Grupo de Investigacion de Genética de la Dra. Pia
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Gallano del Hospital Sant Pau de Barcelona ha identificado 15 casos
indica con delecion la del 45-55. Estamos realizando una encuesta para
recabar los datos clinicos y recabar su participacion en el estudio

9. ¢Cuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

Casos investigados de la Comunidad Valenciana: 24
Casos pendientes de investigar de otros lugares: partimos de 15 nuevos
indices.

10.éCuantos investigadores han participado?:

Han participado 6 investigadores.

Laboratorio: 3 investigadores: 1 Postdoctoral, 1 Doctorando, 1 Técnico
Clinicos: 2 neurdlogos JIJV NMC

Gestor de informacion y bioinformatica-genetista: 1 (PMM)

Financiacion recibida para contrataciéon de personal de investigacion:

1 Investigador Predoctoral.
1 Técnico superior de Laboratorio.

11. ¢Qué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar
en patentes o en publicaciones cientificas?

Publicaciones relacionadas con esta primera fase:

- 1 articulo con resultados clinicos en fase de elaboracién avanzado
previsto para publicar en revista de alto impacto.

- 1 articulo experimental con estudios in vitro de los mecanismos celulares
y moleculares relacionados con los diferentes puntos de ruptura.

- Posible patente del modelo celular editado con tecnologia CRISPR e

inmortalizado.

12.éCuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

Pacientes con distrofia de Duchenne cuya prevalencia se ha estimado 0.5 por cien
mil varones. En Espafia se estima la existencia de unos 1000 pacientes.
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IV. Linea de investigacion

Titulo: Bases moleculares de enfermedades neurometabélicas y Desarrollo
de terapias especificas de mutacion

Referencia: FGEMIO-2016-01

Periodo concedido: 01/03/2016 a 31/12/2020

Cantidad concedida: 310.000 €

Investigador principal: Dra. Belén Pérez Gonzalez

Institucién:
Centro de Biologia Molecular.
Fundacién Severo Ochoa.
Universidad Auténoma de Madrid

VIDEO EXPLICATIVO: DRA. BELEN PEREZ

GRUPO DE INVESTIGACION

Uno de los objetivos de la investigacion en ER es ofrecer un diagnéstico genético
definitivo a familias con enfermedades raras (ER). Es de destacar que son todavia
muchos los pacientes que no tienen un diagnédstico claro. Este hecho genera
problemas e incertidumbre a la hora de ofrecer a las familias un consejo genético y
ralentiza la aplicacion de terapias personalizadas basadas en las mutaciones
causantes de la patologia.

El segundo objetivo es la investigaciéon de terapias para su aplicacion clinica. Con
el proyecto financiado por la Fundacion Isabel Gemio hemos contribuido a la mejora
del diagndstico de dos bloques de patologia emergentes: los defectos
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mitocondriales (MD) y los defectos congénitos de glicosilacion (CDG). Debido a la
heterogeneidad genética y clinica de ambas patologias y a la ausencia de
biomarcadores que permitan una sospecha diagnodstica clara, los pacientes pasan
afnos sin confirmacion de su diagndstico lo que impide un adecuado manejo de la
enfermedad.

La identificacion genética del defecto ha acortado los plazos diagndsticos y evitado,
en algunos casos, el uso de pruebas invasivas. Con la financiacién obtenida en este
proyecto hemos abordado ademas estudio sobre la utilizacién de la genética como
sistema de confirmacion del diagndstico de los casos positivos detectados en el
programa nacional de cribado neonatal.

Los resultados obtenidos ademas de validar la utilizacion de las pruebas genéticas
como pruebas de segundo nivel, nos han permitido identificar nuevos genes
asociados a Enfermedades Metabdlicas Hereditarias y proponer procedimientos
terapéuticos en la linea de la medicina personalizada, evidenciando la importancia
de la combinacién de la gendmica y la metabolémica para facilitar el diagndstico
temprano de algunas de estas patologias y el consiguiente manejo clinico de los
pacientes.

Los analisis simultaneos de gendmica y de metaboldmica estan preparados para
comenzar una nueva revolucién en el cribado neonatal, lo que podria contribuir a
cambiar el curso de la enfermedad de una forma clara en mas de 1000 patologias
de presentacion infantil.

En todos los casos el efecto de los genes y variantes encontradas se ha verificado
aplicando ensayos de validacidon funcional generado una plataforma de estudios
estructurales, celulares y funcionales para descifrar con precision el efecto de las
variantes de significado clinico incierto.

En cuanto al desarrollo de terapias hemos seleccionado potenciales farmacos para
el tratamiento de dos enfermedades metabdlicas hereditarias: deficiencia en
fosfomanomutasa, el defecto de glicosilacion mas frecuente (PMM2-CDG) y para la
aciduria metilmaldnica tipo cb/B,; para ninguna existe un tratamiento definitivo.
Ademads, hemos avanzado en la generacién de modelos celulares de varias EMH
mediante reprogramacion de fibroblastos de pacientes a células pluripotentes
(iPSC) y estas a hepatocitos y organoides. Estos hepatocitos nos permiten “tener al
paciente” en un tubo para probar las terapias en tejidos afectados por la patologia
sin tener que realizar biopsias hepaticas.
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Figura: En la figura se muestran los dos objetivos del proyecto "Bases moleculares de
enfermedades neurometabodlicas y desarrollo de terapias especificas de mutacion”:
1. diagndstico y caracterizacion genética de enfermedades neurometabdlicas en especial de
enfermedades mitocondriales (MD) y defectos congénitos de glicosilacion (CDG) y desarrollo
de terapias, especificas de mutacién (chaperonas farmacoldgicas y terapia antisentido) o
basadas en la patofisiologia (desarrollo de modelos celulares y modelos experimentales).

PUBLICACIONES

1. Value of genetic analysis for confirming inborn errors of metabolism
detected through the Spanish neonatal screening program. Rosa
Navarrete, Fatima Leal, Ana I Vega, Ana Morais-Lopez, Maria Teresa Garcia-
Silva, Elena Martin-Hernandez, Pilar Quijada-Fraile, Ana Bergua, Inmaculada
Vives, Inmaculada Garcia-Jiménez, Raquel Yahyaoui , Consuelo Pedrén-
Giner, Amaya Belanger-Quintana, Sinziana Stanescu, Elvira Cafedo, Oscar
Garcia-Campos, Maria Bueno-Delgado, Carmen Delgado-Pecellin, Isidro
Vitoria, Maria Dolores Rausell, Elena Balmaseda, Mari Luz Couce, Lourdes R
Desviat, Begofia Merinero, Pilar Rodriguez-Pombo, Magdalena Ugarte, Celia
Pérez-Cerd, Belén Pérez. Eur J Hum Genet. 2019 Apr;27(4):556-562. doi:
10.1038/s41431-018-0330-7.

2. Genes and Variants Underlying Human Congenital Lactic Acidosis-
From Genetics to Personalized Treatment. Irene Bravo-Alonso, Rosa
Navarrete, Ana Isabel Vega, Pedro Ruiz-Sala, M@ Teresa Garcia Silva, Elena
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Proyectos de investigacion asociados:

Enfoque cross-6mico para el descubrimiento de la base genética de errores
innatos del metabolismo y para una intervencién terapéutica
personalizada. Entidad financiadora: Fondo de Investigaciones Sanitarias. Periodo
de vigencia: 2020-2022. IP: Belén Pérez. 244.420 euros

Red de recursos gendmicos, funcionales, clinicos y terapéuticos para el
estudio de las enfermedades raras neuroldgicas. Entidad financiadora:
Comunidad de Madrid Periodo de vigencia: 2018-2021 IP: Belén Pérez
(Coordinacion C Ayuso, FID).

Medicina de sistemas aplicada a la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas en enfermedades raras de base genética. Entidad Financiadora:
Fundacién Ramon Areces. Periodo de Vigencia: 2019-2021. 129.000 IP: JA Ranea.
Bases moleculares del sindrome de deficiencia GLUT1 (GLUT1DS) e
investigacion en terapias. Entidad financiadora: Ciberer-ISCIII. Periodo de
vigencia: 2018-2019 IP: Belén Pérez (coordinadora). 50.000

Identificacion y caracterizacion clinica y bioquimica de pacientes con
sindrome GLUT1 (GLUT1DS): monitorizacion del tratamiento. Entidad
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financiadora: Ciberer-ISCIII. Periodo de vigencia: 2018-2019. IP: Belén Pérez
(coordinador Luis Gutiérrez-Solana). 52.000

Enfermedades Neurometabodlicas Hereditarias: Avances en el Diagnéstico,
la Patofisiologia y Desarrollo de terapias dirigidas a estabilizar proteinas.
Entidad financiadora: ISCIII. Periodo de vigencia: 2017-2019. IP: Belén Pérez.
212.000

GenNatal, un proyecto piloto sobre secuenciacién genémica en medicina
neonatal y salud puablica. Entidad financiadora: Fundacién Ramoén Areces.
Periodo de vigencia 2019-2020. IP: F Palau/ Belén Pérez

Financiacion recibida para contratacion de personal de investigacion: 1
investigador.

1. éPara qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

En la era de la Medicina Personalizada son todavia muchos los pacientes con
enfermedades raras que no tienen un diagndstico genético claro. Este hecho genera
problemas e incertidumbre a la hora de ofrecer a las familias un asesoramiento
genético y ralentiza la aplicacién de terapias personalizadas. Por ello, este proyecto
es importante porque trata de mejorar el diagnodstico de pacientes con
enfermedades raras. Obviamente el primer paso es identificar el origen genético de
la patologia y aqui las técnicas de secuenciacion masiva estan revolucionando el
diagnéstico de las enfermedades de base genética catalogadas como raras, aunque
estos estudios deben combinarse con otras aproximaciones omicas ya que los
estudios gendmicos no pueden, por si solos, llegar a completar el diagndstico de
todos los pacientes. Ademas, la identificacion de los genes y sus mutaciones es solo
el comienzo del proceso diagnodstico ya que es necesario conocer el significado
clinico de los defectos mediante la aplicacion de la gendmica funcional y poder asi
para ofrecer resultados fiables.

En enfermedades raras el segundo desafio es encontrar aproximaciones
terapéuticas para patologias que no tienen tratamiento por lo que es importante la
investigacion en terapias para su aplicacién clinica. Nuestro proyecto esta
dirigido al desarrollo de terapias utilizando pequefias moléculas que sean capaces
de atravesar la barrera hematoencefalica, dado el caracter neurolégico de la
mayoria de los pacientes con enfermedades metabdlicas. En concreto el proyecto
pretende desarrollar terapias con chaperonas farmacologicas y reguladores de
la proteostasis, ambos tipos de compuestos dirigidas a mejorar la actividad de
proteinas mutantes que afectan al plegamiento. Este proceso patoldgico es comun
a muchas enfermedades genéticas por lo que la metodologia desarrollada en este
proyecto puede y esta siendo ampliamente utilizada para avanzar en investigacion
terapéutica de numerosas patologias.

2. éQué informacion nueva aporta esta investigacion o proyecto?

Hemos acelerado el diagndstico de patologias emergentes que, utilizando técnicas
clasicas, tiene una elevada tasa de fracaso diagndstico debido a la falta de
biomarcadores diagndstico y a la poca especificidad de sus fenotipos clinicos.
Utilizando aproximaciones de fendmica, metaboldmica, gendmica y transcriptémica
hemos estudiado mas de 70 casos con defectos congénitos de glicosilacion (CDG) o
enfermedades mitocondriales (MD). Las técnicas utilizadas han sido de vital
trascendencia para mejorar el rendimiento diagndstico de estas patologias. Hemos
encontrado numerosas mutaciones nuevas que han sido evaluadas por gendmica
funcional para certificar su significancia clinica. En algunos casos, se han
identificado nuevos genes sin asociacion fenotipica descrita lo que ha contribuido a
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incrementar el conocimiento de las enfermedades neuromatabdlicas, describiendo
nuevos fenotipos clinicos y nuevas dianas terapéuticas. Ademas, se han optimizado
enfoques gendmicos para la confirmacién genética de los casos detectados en el
programa de cribado neonatal pudiendo distinguir aquellos casos que requieren
terapia de los falsos positivos, se han podido identificar casos con errores de
diagndstico. En todos ellos se ha podido aplicar terapias personalizadas. En
algunos de los casos detectados en el cribado se han encontrado nuevos genes
asociados a condiciones bioquimicas muy bien definidas pero en las que no se habia
encontrado el gen responsable. La identificacion de la base genética incluso ha
cambiado, en algunos casos, la intervencion terapéutica.

Hemos impulsado la investigacién sobre aproximaciones terapéuticas mediante la
optimizacién de procesos tecnoldgicos aplicables transversalmente a muchas
patologias raras para buscar y desarrollar chaperonas farmacoldgicas. Este tipo de
moléculas pequenas y especificas estda despertando mucho interés en la industria
farmacéutica ya que son muchas las patologias y, por tanto, muchos los pacientes
gue podrian beneficiarse de esta terapia. En concreto, hemos publicado la primera
prueba de concepto de un posible tratamiento para PMM2-CDG, el defecto de
glicosilacion mas frecuente para el que no hay ninguna terapia disponible hoy en
dia, y para la aciduria metilmaldnica cuya terapia no es del todo eficaz en muchos
pacientes. En ambos casos contamos con una estructura quimica prometedora que
proporciona un punto de partida para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
mediante quimica médica y que se podran trasladar a ensayos preclinicos y clinicos.

Ademads, hemos avanzado en la generacién de modelos celulares preclinicos de
varias EMH mediante reprogramacion de fibroblastos de pacientes a células
pluripotentes (iPSC) y diferenciacion a hepatocitos y organoides hepaticos que nos
permitirdn estudiar la patofisiologia de estas enfermedades y “tener al paciente” en
un tubo para probar las terapias en los tejidos afectados en cada una de las
patologias.

3. éQué problematicas resuelve_esta investigacion o proyecto?

e La falta de diagnéstico de pacientes con patologias con una tasa baja de
diagnostico, bien por no contar con biomarcadores ni clinica especifica o por
ser ultra-raros y no haber sido nunca identificada su causa genética. El
diagnostico de estas patologias permite evitar la odisea diagnodstica a las
familias afectadas, aportando informacion relevante para el proceso de
asesoramiento genético y para poder mejorar el seguimiento y tratamiento
de los pacientes y sus familias.

e La ausencia de terapias para patologias sin tratamiento. El grupo ha
descrito un proceso de desarrollo terapéutico basado en la recuperacién de
un tipo de mutaciones muy frecuente en patologias neurometabdlicas. El
know-how generado podria aplicarse al descubrimiento de otras moléculas
pequenas para el tratamiento de numerosos trastornos neurolégicos graves.
Una forma de impulsar el interés de las companias farmacéuticas es que los
medicamentos estén dirigidos a patologias con un mecanismo molecular
comun, agrupando por ello las enfermedades por su etiologia y no so6lo en
base a las manifestaciones bioquimicas y/o clinicas. Como se propone en
este proyecto los esfuerzos destinados al desarrollo metodoldgico y
tecnoldgico de farmacos pueden ser aplicados trasversalmente mas alla de
la individualidad de cada una de las enfermedades.

e La ausencia de modelos preclinicos adecuados para la investigacion en
patofisologia y para el desarrollo de terapias en los trastornos metabdlicos
hereditarios y otras enfermedades raras ya que usualmente se utilizan
fibroblastos de los pacientes, que no son representativos de las
manifestaciones clinicas ni son dianas terapéuticas de las patologias. La
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reprogramacion y diferenciacion tisular a tejidos mas especificos
(hepatocitos, neuronas, cardiomiocitos) facilita la investigacion en nuevas
terapias.

3. éPor qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Se investiga en procesos metodolégicos para la mejora del diagnédstico ya que a
pesar de los recientes avances en gendmica, aun son numerosos los pacientes con
enfermedades de base genética sin diagndstico definitivo. En este grupo se
encuentra un numero considerable de pacientes con fenotipos neuro-metabdlicos
inexplicables y que podrian sufrir una de las enfermedades catalogadas como
emergentes o ultra-raras. Un diagndstico molecular preciso es un punto de partida
para la comprension de los mecanismos que provocan enfermedad, asi como para
el manejo adecuado del paciente y asesoramiento a la familia y allana el camino
para el desarrollo de terapias.

Con el proyecto financiado por la Fundacion Isabel Gemio hemos contribuido a la
mejora del diagnodstico de dos blogques de patologia emergentes: los defectos
mitocondriales (MD) y los defectos congénitos de glicosilacion (CDG). Debido a la
heterogeneidad genética y clinica de ambas patologias y a la ausencia de
biomarcadores que permitan una sospecha diagnédstica clara, los pacientes pasan
anos sin confirmacién de su diagndstico lo que impide un adecuado manejo de la
enfermedad. La identificacion genética del defecto ha acortado los plazos
diagndsticos y evitado, en algunos casos, el uso de pruebas invasivas.

Una vez que se consigue el diagndstico el paso importante para las familias es
encontrar una terapia. En cuanto al desarrollo de terapias hemos seleccionado
potenciales farmacos para el tratamiento de dos enfermedades metabdlicas
hereditarias: deficiencia en fosfomanomutasa, el defecto de glicosilacion mas
frecuente (PMM2-CDG) y para la aciduria metilmaldnica tipo cb/B, para ninguna
existe un tratamiento definitivo. Los procesos y tecnologias generados permitiran
avanzar en la busqueda y desarrollo de terapias para otras muchas enfermedades
metabdlicas.

4. ¢éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

Es fundamental impulsar el proceso diagndstico de todas las enfermedades raras e
invertir en el desarrollo de terapias para cada una de ellas. Las aproximaciones
gendmicas no son suficientes para conseguir alcanzar el reto de identificar la causa
genética de todas las patologias raras por lo que es pertinente un proyecto de
investigacion que demuestre la necesidad de combinar aproximaciones émicas con
Biologia celular y gendmica funcional en especial para elucidar la base genética de
enfermedades ultra-raras.

Por otra parte, los avances reales sélo se lograran cuando las terapias estén
disponibles para estos nifios portadores de patologias huérfanas. Los métodos
actuales de desarrollo de farmacos en enfermedades raras son costosos, lentos e
ineficientes. En la mayoria de los casos el resultado fracasa debido al pequefio
grupo de investigadores trabajando en cada enfermedad, la heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas y la disponibilidad limitada de pacientes para su evaluacién
en ensayos clinicos. Todo ello limita el interés de las compafiias farmacéuticas para
lanzar ensayos clinicos destinados al tratamiento de estas enfermedades. Una
forma mas eficaz para que los farmacos lleguen a los pacientes con enfermedades
raras es que éstos estén dirigidos a pacientes con un mecanismo molecular comun
agrupando por ello las enfermedades por su etiologia no en base a las
manifestaciones bioquimicas y/o clinicas. De tal forma que, aunque hay descritas
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cerca de 7000 enfermedades genéticas, estas pueden agruparse en base a los
mecanismos subyacentes de la enfermedad ya que el nimero de vias de
patogenicidad es mucho menor. Nuestro proyecto trabaja con el objetivo de
generar tecnologias y procesos para el desarrollo de terapias con moléculas
pequenas como las chaperonas farmacoldgicas de una forma trasversal.

5. ¢éEn qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

La mejora del diagndstico y el desarrollo terapéutico en enfermedades
neurometabdlicas con compromiso de la vida y/o de invalidez crénica tendran un
gran impacto en la gestién de la salud y la vida de los pacientes y sus familiares.
La identificacién del gen y las mutaciones responsables de la patologia permiten
avanzar en el conocimiento de cada uno de los defectos para identificar nuevas
dianas terapéuticas para cada uno de ellos, bien dirigidas al proceso fisiopatoldgico
subyacente o bien dirigidas a la cura de la enfermedad.

6. ¢éCOomo la investigacion puede afectar a la vida de las personas
afectadas con estas enfermedades raras?

La mejora del diagndstico evita la odisea diagndstica de las familias, facilita la
aplicacion de terapias y tiene caracter preventivo al poder acceder a procesos de
diagndstico prenatal o preimplantacional, si las familias tienen deseos
reproductivos. En definitiva, conocer los defectos genéticos permite mejorar la
intervencion o “accionabilidad” de las patologias bien sea a través de un
tratamiento o a través de su prevencion.

7. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc. se
han realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacion
en otros paises o en Espafia y resultados, visitas, participaciones en
Congresos.

Por una parte, hemos estudiado una cohorte de 39 casos con acidosis lactica
utilizando el exoma clinico en combinacion con el analisis del DNAmMt (tasa de
diagndstico del 64%). Utilizando el analisis del exoma completo (trios de exomas)
se han estudiado 24 casos. Mediante esta aproximaciéon se han detectado en el
mismo ensayo variantes en ambos genomas, nuclear y mitocondrial,
identificdandose mutaciones en 11 de los 24 pacientes analizados (45%). Se han
identificado variantes en 10 genes diferentes, 9 casos con variantes en genes
nucleares y dos casos con variantes en DNAmt (MT-ATP6). En un caso se han
identificado variantes probablemente patogénicas en un gen nuclear donde no se
habian descrito fenotipos asociados (datos confidenciales aun sin publicar). Todos
los casos se han estudiado mediante procesos metabdlicos y de gendmica funcional
y Biologia celular.

Por otra parte, se han estudiado una cohorte de 31 pacientes con un diagndstico
bioquimico de Defecto Congénito de Glicosilacion (CDG). La aplicacién de
metabolémica y gendmica ha permitido encontrar variantes en 25 de los pacientes
(80%), en 18 CDG tipo I y en 7 CDG tipo II, identificando variantes patogénicas en
16 genes diferentes evidenciando la alta heterogeneidad genética y en dos genes
nuevos.

Ademas de la divulgacién cientifica (publicaciones en revistas internacionales y
comunicaciones a congresos), la difusién a las organizaciones de pacientes esta
cubierta por la estrecha conexion con el consorcio International de pacientes CDG,
con la asociacién nacional de CDG (AESCDG), con la asociaciéon de metabdlicos
(ASFEMA), o con la asociacién de defectos en GLUT1, una patologia neuroldgica
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devastadora. Con todas ellas mantenemos anualmente Jornadas de profesionales y
familias para acercar la ciencia y en concreto la investigacion en enfermedades
raras a la sociedad ya que sin duda son el motor de nuestra investigacion en
enfermedades neurometabdlicas.

Pertenecemos a la red europea de investigacion en CDG mediante la participacién
en un proyecto financiado por la UE (E-Rare).

8. éCuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

Se han investigado cerca de un centenar de pacientes y sus progenitores y familias,
70 casos sin diagndstico, mas de 60 casos con PMM2-CDG para el desarrollo de
terapias y mas de 140 casos detectados en el programa nacional de cribado
neonatal.

9. éCuantos investigadores han participado?

En este proyecto participamos 14 investigadores de los cuales uno es contratado
por el proyecto. El equipo estd formado por varios investigadores seniors y
estudiantes en formacion que podran en un futuro aplicar sus conocimientos para
mejorar la investigacion en enfermedades raras.

10. <¢Qué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

Numero de investigadores contratados: Un investigador contratado.

NUmero de publicaciones cientificas: 12

Indice H actual: 25

Patentes: Compound for treating congenital disorders of glycosylation
EP163882373.5.

11. ¢éCuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

Con el desarrollo de la terapia con chaperonas farmacoldgicas para PMM2-CDG se
podrian beneficiar mas de 1000 pacientes con diagnostico de esta patologia a nivel
mundial. Ademas, el desarrollo tecnoldgico tanto para la mejora del diagnéstico
como para el desarrollo de terapias con moléculas terapéuticas pequefias podra ser
aplicado para otras muchas patologias neurometabdlicas. Estas patologias son
raras, pero en conjunto 1/800 recién nacidos es portador de una patologia
neurometabdlica y solo hay terapias para un centenar de ellas.
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V. Linea de investigacion
Titulo: PROYECTO NEUROPAISAJE- El paisaje entre el fenotipo y el genotipo en
enfermedades neuroldgicas del desarrollo: validacion de un modelo de
biologia funcional clinica

Referencia: FGEMIO-2017-01

Periodo concedido: 24/01/2017 a 31/12/2019

Cantidad concedida: 177.000 €

Investigador principal: Dr. Francesc Palau Martinez

Institucion:
Hospital Sant Joan de Deu de Barcelona2
Instituto Pediatrico de Enfermedades Raras (IPER)

VIDEO EXPLICATIVO: DR. FRANCESC PALAU

g SJ D SantJoan de Déu & SJD
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nstituto Pediatrico de Enfermedades Raras |nSﬁTUT de Recefca
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SERVE!I DE MEDICINA GRUP DE RECERCA EN NEUROGENETICA
GENETICA | MOLECULAR | MEDICINA MOLECULAR

Introduccion

La mejora del diagnédstico de los pacientes con enfermedades raras (ER) es una
necesidad. La finalidad del proyecto NeuroPaisaje es la innovacion en el diagndstico
de estas enfermedades, con especial énfasis en trastornos neurogenéticos. En el
Instituto Pediatrico de Enfermedades Raras (IPER) del Hospital Sant Joan de Déu
hemos implementado un modelo de investigacién y diagndstico traslacional basado
en el triangulo ‘Fenotipo Clinico - Gendmica Clinica - Gendmica Funcional’, que nos
permite trasladar la experiencia cient ifica de los grupos de investigacion y clinicos
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en el descubrimiento de genes causantes de ER en la practica médica. El objetivo
general es desarrollar e implementar herramientas diagndsticas en el manejo de ER
neuroldgicas, que incluyen el analisis clinic o/fenotipico, genético y celular para
establecer la patogenicidad de las variantes de los genes candidatos hallados en el
estudio de pacientes, lo que permite la identificacibn de nuevos genes vy
biomarcadores, la mejor comprensién de la fisiopatologia de las enfermedades vy
nuevas estrategias de actuacion clinica.

Resultados:

(1) Fenotipado clinico: hemos incorporado de una manera sistematica la
aplicacion del codigo HPO para orientar los estudios gendmicos;

(2) Gendmica clinica: hemos analizado 23 pacientes de 21 trios y 1 cuarteto
mediante exoma completo o WES y nuestro pipeline genético y bioinformatico,
encontrando la variante genética etioldogica en 11 de los 23 pacientes, alcanzando el
diagndstico genético definitivo.

(3) Genémica funcional: se ha desarrollado en el marco del IPER y del hospital,
el modelo de validacién funcional de variantes genéticas mediante (i) clonacion de
cDNA, mutagénesis y estudios de expresion en células de mamifero, y (ii) el estudio
de los efectos de la mutaciones en fibroblastos de los pacientes. La validaciéon
funcional de variantes genéticas candidatas se ha iniciado en 39 pacientes
empleando técnicas de estudio in silico y de biologia molecular y celular.

El trabajo experimental se ha concluido en 16 pacientes (41%), y los resultados se
han incorporado en el procedimiento de diagndstico de los mismos. En la mayoria
de estos pacientes (14/16) los hallazgos experimentales han estado acorde con el
resultado del andlisis del exoma, apoyando el diagndstico genético. En el final de
este proceso hemos realizado los informes pertinentes para incorporarlos en la
historia clinica electrénica del Hospital Sant Joan de Déu, con el objetivo de que
estén a disposicion de los propios médicos responsables del paciente y del hospital
en su conjunto.

1. éPara qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

El proyecto que hemos denominado NeuroPaisaje nos ha permitido mejorar el
diagnostico de nifos/as con una enfermedad rara de caracter neuroldgico, esto es,
que afecta al cerebro y el sistema neuromuscular. Para ello investigamos el genoma
del paciente, de la madre y del padre con tecnologias punteras de analisis del ADN
que se llaman de secuenciacion masiva.

El proyecto esta totalmente alineado con el objetivo 1 del Consorcio Internacional
de Investigacion en Enfermedades Raras (IRDIRC) para el periodo 2017-27 y que
dice: ‘Todos los pacientes que acudan a recibir atencién médica con una
enfermedad rara sospechada seran diagnosticados dentro de un afio si su trastorno
es conocido en la literatura médica; todas las personas que actualmente no se
pueden diagnosticar ingresaran en un plan de diagnostico e investigacion
coordinado globalmente.” En este sentido, el proyecto NeuroPaisaje es un
instrumento al servicio del Programa de Enfermedades No-Diagnosticadas del
Instituto Pediatrico de Enfermedades Raras (IPER), uno de cuyos objetivos
principales en alcanzar un diagnéstico en ‘Pacientes Sin Diagndstico’.

2. ¢Qué informacion nueva aporta esta investigacion o proyecto?

NeuroPaisaje permite reconocer nuevas causas genéticas de enfermedades poco
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frecuentes en nifios que no disponen audn de un diagnodstico. El estudio sistematico
del genoma de estos pacientes nos ayuda a descubrir nuevos genes y/o variantes
de genes ya conocidos que condicionan enfermedad. Para el paciente, el hecho de
disponer del diagndstico permite conocer el nombre de su enfermedad, y para el
médico, este diagndstico le permite un mejor conocimiento del proceso evolutivo
del trastorno en el nifio y tomar medidas con antelacion, aplicar tratamiento o
intervenciones terapéuticas y ofrecer consejo genético. Esto ultimo es muy
importante para las familias que deseen tener mas hijos y ofrecer medidas de
diagndstico reproductivo como el diagndstico prenatal o el diagndstico genético
preimplantatorio.

3. éQué problematicas resuelve esta investigacion o proyecto?

Este proyecto nos permite lograr el diagndstico definitivo de ‘nifios sin diagnoéstico’,
esto es, nifios afectados por un trastorno y en los que no se ha alcanzado el
diagnéstico tras un esfuerzo importante y un periodo de tiempo prolongado.

4. {Por qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Nuestro grupo de investigacién desarrolla proyectos de investigacion biomédica en
los que se aborda tanto aspectos fundamentales de la biologia como aspectos muy
cercanos a la realidad clinica de los pacientes. Hacemos ciencia basica y hacemos
ciencia traslacional, donde el problema médico del paciente genera la pregunta
cientifica que queremos responder. Y en el camino de retorno, trasladamos el
resultado del trabajo experimental en un acto médico, es decir, resolvemos (o
intentamos resolver) el problema del paciente. Si este problema es el diagndstico,
conocer éste es el objetivo a alcanzar.

5. éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

La capacidad actual del diagndstico en afectados por una supuesta enfermedad
minoritaria no supera el 50%. Esto es muy evidente cuando estamos ante un
paciente con discapacidad intelectual o un trastorno que afecta el neurodesarrollo.
Las causas de ello son varias, que podemos resumir principalmente en tres:

(i) El cuadro clinico del paciente es reconocible pero las pruebas diagndsticas

complementarias, incluido el estudio genético, no lo confirman. Se plantea
una busqueda mas a fondo en el genoma, siempre que se sospeche que
estamos ante una enfermedad genética.

(i) La enfermedad no tiene un patrén clinico reconocible, pero se ha encontrado
una o varias variantes genéticas que podrian ser la causa; pero esto hay que
investigarlo en el laboratorio para poder tomar una decision clinica.

(iii)La enfermedad no tiene un patrén reconocible y hay que investigar si se
trata de una entidad clinica nueva. Hay que definir y conocer muy bien los
signos y sintomas del paciente y realizar investigaciones en el genoma que
permitan encontrar un nuevo gen.

En algunos pacientes el marco clinico no es suficiente para resolver el problema
diagnodstico y se requiere acudir a las investigaciones en el laboratorio de
biomedicina experimental. Esto se puede hacer colaborando con grupos de
investigacion de otras entidades y paises. Nuestro proyecto busca, y logra en
ocasiones, resolver el problema de una manera integrada en el seno del Instituto
Pediatrico de Enfermedades Raras (IPER) y de su Laboratorio IPER, por tanto, en el
marco del propio hospital.

33



6. éEn qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

El beneficio afecta de un modo directo a los pacientes, las madres, los padres y a
sus familias. La mejora en nuestra capacidad diagnostica es una mejora en los
servicios de salud. El proyecto pone en comun las caracteristicas particulares del
paciente y el genoma subyacente a las enfermedades. Esto genera conocimiento
sobre nuevas enfermedades y nuevas maneras de enfermar, y pone al alcance
nuevo conocimiento sobre los mecanismos de la enfermedad y sobre dianas
moleculares de interés terapéutico.

7. éComo la investigacion puede afectar a la vida de las personas afectadas
con estas enfermedades raras?

Esta investigacién, tan cercana a la realidad clinica de nifos sin diagndstico, tiene
un efecto directo sobre la vida de las personas. Alcanzar el diagndstico genético y
confirmar los hallazgos en el laboratorio experimental suponen un cambio drastico
en el paciente y en el asesoramiento que se puede ofrecer a los padres que deseen
tener mas hijos.

8. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc se han
realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacion en
otros paises o en Espafa y resultados, visitas, participaciones en
Congresos.

En este momento, el proyecto NeuroPaisaje se ha orientado en dos sentidos:

(i) Estudios del genoma mediante el analisis del exoma completo (WES en las
siglas inglesas de whole exome sequencing), del ADN, en pacientes sin
diagndstico: se han realizado en 23 pacientes de 22 familias (21 trios de
paciente y padres, y 1 cuarteto de dos hermanos afectados y padres). En este
momento se ha analizado a fondo 18 familias (17 trios y un cuarteto) y se ha
obtenido el diagndstico definitivo en 11 de ellas, con 12 pacientes
diagnosticados.

(ii) Estudios bioldgicos experimentales y funcionales en una serie de 31
pacientes con afectacidén del neurodesarrollo, aunque también con patologia
neuromuscular, llevados a cabo en nuestro laboratorio de Neurogenética y
Medicina Molecular del IPER. En 14 pacientes (45%) se ha realizado el estudio
funcional de la variante del genoma “sospechosa™ de ser la causante de la
enfermedad en el paciente. En 2018 y 2019, la aplicaciéon de nuestro pipeline
bioinformatico y de biologia experimental ha permitido la validacion funcional
de la variante genética en 11 pacientes (35%), lo que nos permite
complementar y dar apoyo bioldgico al diagnédstico definitivo.

Esta labor esta integrada en el IPER, siendo el tercer pilar de nuestra actividad,
esto es, la consulta clinica, el laboratorio de gendmica clinica y bioinformatica, y el
laboratorio de neurogenética y medicina molecular. Nuestro grupo colabora con
otros grupos del HSID, como es el del Dr. R. Artuch, director del laboratorio de
bioquimica, grupos del Institut de Recerca Sant Joan de Déu para analisis de
imagen microscopica (R. Benitez, del IRSID y de la Universitat Politécnica de
Catalunya).
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Hemos participado en varios congresos y reuniones. En el periodo 2107-2019 se ha
presentado comunicaciones o ponencias relacionadas con el proyecto NeuroPaisaje
en las siguientes reuniones cientificas:

Titulo: NeuroPaisaje, gendomica clinica y funcional de enfermedades no-
diagnosticadas neurolégicas

Autores: Serrano M, Martinez-Monseny A, Armstrong J, Yubero D, Martorell L,
Bolasell M, Arjona C, Maynou J, Fernandez G, Roldan M, Osuna M, Dorado M, Roura
M, Reina-Castillon J, Hoenicka J, Palau F.

Congreso: XI Reunién Anual del CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER), Ano:
2018

Lugar de celebracién: Castelldefels, Barcelona

Tipo de presentacion: Comunicacion oral

Titulo: “Genomica i biologia experimental: la bretxa entre el genotip i el fenotip”.
Congreso: II Jornada Interhospitalaria de Genética de Catalunya, Ano: 2018
Lugar de celebracién: Barcelona

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, J. Hoenicka

Titulo: Diagnostic odyssey of children's mitochondrial diseases: New methodologies
combining Confocal Microscopy and machine learning.

Autores: Roldan M., Codina A., Jou C. 2, Shoji Sugahara M., Artuch R., Jimenez-
Mallebrera C., Benitez R

Congreso: Confocal Microscopy and machine learning. Afio: 2018

Titulo: Taula rodona 1: Qué estem fent als hospitals de Catalunya?
Congreso: I Jornada Interhospitalaria de Genética de Catalunya. Ano: 2017
Lugar de celebracién: Barcelona

Tipo de presentacion: Ponencia de F. Palau

Titulo: NeuroPaisatge, un model funcional per al triangle fenotip-genoma-
fisiopatologia.

Congreso: I Jornada Interhospitalaria de Genética de Catalunya. Afo: 2017

Lugar de celebracién: Barcelona

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, J. Hoenicka

Titulo: Transforming rarity into knowledge to care for and cure children with rare
diseases

Congreso: Excellence in Pediatrics Conference, 9th edition. Afo: 2017

Lugar de celebracion: Viena, Austria

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, F. Palau

Titulo: Precision medicine of rare diseases and the link with common disorders
Congreso: FEBS Special Session on Science & Society — Personalised medicine: a
future vision

The 44th Federation of European Biochemical Societies (FEBS) Congress

Lugar de celebracién: Krakow, Poland, July 6-11, 2019

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, F. Palau

Titulo: Outer mitochondrial membrane and disease: from basic science to
translational diagnostics

Congreso: International Workshop ‘Looking for the Molecular Basis of Biological
Processes and Metabolic Disease’ A tribute to Vicente Rubio’s career

Lugar de celebracion: Faculty of Medicine, University of Valencia, 17-18 October
2019

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, F. Palau
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Titulo: Secuenciacidon gendmica y medicina de precision en recién nacidos
Congreso: Mesa Redonda sobre Medicina Preventiva y Nuevos Cribados
XIII Congreso Nacional de Errores Congénitos del Metabolismo

Lugar de celebracién: Santander, 16-18 octubre 2019

Tipo de presentacion: Conferencia invitada, F. Palau

Titulo: Coordinacién

Congreso: International Symposium on Undiagnosed and Rare Diseases in Children
and Adolescents: Translation to clinic and society.

Fundacion Ramoén Areces — CIBERER - Hospital Sant Joan de Déu,

Lugar de celebracién: Barcelona, November 27-28, 2019

Tipo de presentacion: Coordinador, F. Palau

Hospital-based programs on undiagnosed and rare Diseases: the children’s hospital
Congreso: International Symposium on Undiagnosed and Rare Diseases in Children
and Adolescents: Translation to clinic and society. Fundacion Ramoén Areces -
CIBERER - Hospital Sant Joan de Déu,

Lugar de celebracién: Barcelona, November 27-28, 2019

Desde el punto de vista formativo y académico cabe resaltar que durante el
desarrollo de este proyecto en 2017-18 se han dirigido y desarrollado tres trabajos
de final de master cuyo objetivo fue la validacion funcional de variantes genéticas
encontradas en pacientes sin diagndstico clinico definido:

a. Estudiante: Mireia Osuna Lépez

Titulo: Validacion funcional en el ambito clinico de la variante p.His934Arg
del gen ZEB2

Fecha de lectura del trabajo final de master: 29 de junio de 2017

Directora: Janet Hoenicka

Master en Genética

Universitat Pompeu Fabra, Barcelona

b. Estudiante: Liedewei Van de Vondel

Titulo: Functional genomics and pathogenic validation of an ARHGEF15 de
novo mutation in epileptic encephalopathy

Fecha de lectura del trabajo final de master: 28 de Junio de 2018

Director: Francesc Palau

Master en Bioquimica y Biotecnologia, especializacién en neurociencias celulares y

moleculares

University of Antwerp, Amberes, Bélgica

c. Estudiante: Maddi Ugalde Elzaurdia

Titulo: Validacién funcional en el ambito clinico de la variante p.Tyr732Asp
del gen SMARCA4

Fecha de lectura del trabajo final de master: 27 de Junio de 2018

Directora: Janet Hoenicka

Master en Laboratorio de Analisis Clinicos

Universitat Pompeu Fabra, Barcelona

9, ¢Cuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?
Como se ha dicho antes, han entrado en el proyecto NeuroPaisaje, dentro del
Programa de Enfermedades No-Diagnosticadas del IPER, un total de 23 pacientes

(22 familias) para estudios gendmicos y 31 pacientes para estudios de biomedicina
experimental y gendmica funcional.
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10. éCuantos investigadores han participado?

El nimero de investigadores biomédicos y clinicos es muy amplio, porque de
diferente manera participan los miembros facultativos clinicos (3 pediatras -un
neuropediatra y dos genetistas clinicos—, un asesor genético y un gestor de
pacientes) y de laboratorio (6 genetistas, dos bioinformaticos y una microscopista
confocal) del Servicio de Medicina Genética/IPER, y el equipo del grupo de
investigacion de Neurogenética y Medicina Molecular/IPER, constituido por tres
doctores (una coordinadora y dos postdoc), tres estudiantes de master y un técnico
de laboratorio.

Ademas, han participado miembros de los equipos anteriormente mencionados del
laboratorio de Bioquimica y del IRSID.

Uno de los miembros del equipo es el Dr. Jordi Pijuan, contratado por del
Institut de Recerca Sant Joan de Déu a partir de los fondos del proyecto
financiado por la Fundacion Isabel Gemio.

11. ¢Qué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

En los ultimos tres afios se han reportado los primeros resultados en modo de
publicaciones cientificas y divulgativas relacionadas con el proyecto, que se
resumen del siguiente modo:

¢ Pijuan ], Rodriguez-Sanz M, Osuna-Lépez M, Natera-de Benito D, Roura M,
Ortez C, Ugalde M, San Antonio-Arce V, Van de Vondel L, Nascimiento A,
Benitez R, Hoenicka ], Palau F. Clinical and functional genomics to identify and
validate genetic variants in the diagnosis of children with rare neurogenetic
diseases. Journal of Molecular Diagnostics 2020 (en revision)

e Dal-Ré R, Palau F, Guillen-Navarro E, Ayuso C. Ensayos clinicos en
enfermedades raras financiados por los participantes. Anales de Pediatria 2020
(en prensa)

e Martinez-Monseny AF, Casas-Alba D, Arjona C, Bolasell M, Casano P, Muchart J,
Ramos F, Palau F, Garcia-Alix A, Serrano M. Okur-Chung neurodevelopmental
syndrome in a patient from Spain. American Journal of Medical Genetics A 2020
(doi: 10.1002/ajmg.a.61405)

e Palau F. Medicina personalizada o de precision: la homeostasis de la
individualidad. SEBBM - Revista 2020; 203: 8-13

e Palau F. Pediatric Genomics and Precision Medicine in Childhood. In: Precision
Medicine for Investigators, Practioners and Providers, Faintuch J and Faintuch S
eds., Elsevier, pp. 143-152, 2020

e Palau F, Espinds C. Approach to the differential diagnosis of cerebellar ataxias.
In: Handbook of the Cerebellum and Cerebellar Disorders, 2nd edn. M. Manto,
D. Gruol, J. Schmahmann, N. Koibuchi, R. Sillitoe eds. Springer Nature
Switzerland AG, pp. 1799-1817, 2020

e Pillai NR, Yubero D, Shayota BJ, Oyarzabal A, Ghosh R, Sun Q, Azamian MS,
Palau F, Lalani SR, Artuch R, Garcia-Cazorla A, Scott DA. Loss of CLTRN
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function produces a neuropsychiatric disorder associated with a biochemical
phenotype that mimics Hartnup disease. American Journal of Medical Genetics
A 2019; 179: 2459-2468

e Carrera-Garcia L, Natera-de Benito D, Dieterich K, Gomez Garcia de la Banda
M, Felter A, Inarejos E, Codina A, Jou C, Roldan-Molina M, Palau F, Hoenicka J,
Pijuan ], Ortez C, Expdsito-Escudero J, Jimenez-Mallebrera C, Colomer 1J,
Carlier RY, Lochmdller H, Quijano-Roy S, Nascimento A. CHRNG-related non-
lethal multiple pterygium syndrome: Muscle imaging pattern and clinical,
histopathological, and molecular genetic findings. American Journal of Medical
Genetics A 2019;179: 915-926

e Casas-Alba D, Martinez-Monseny A, Pino-Ramirez RM, Alsina L, Castejon E,
Navarro-Vilarrubi S, Pérez-Duefas B, Serrano M, Palau F Garcia-Alix A. Hyaline
fibromatosis syndrome: clinical update and phenotype-genotype correlations.
Human Mutation 2018 39(12):1752-1763.

¢ Martinez-Monseny A, Bolasell M, Arjona C, Martorell L, Yubero D, Armstrong J,
Maynou j, Fernandez G, Carmen Salgado MC, Palau F, Serrano M. Mutation of
PACS1: the milder end of the spectrum. Clinical Dysmorphology 2018 27(4):148-
150.

e Palau F (coord.). Medicina, Ciencia y Realidad de las Enfermedades Raras. Arbor -
Ciencia, Pensamiento y Cultura; vol 194, no 789, 2018.
http://arbor.revistas.csic.es/index.php/arbor/issue/view/175;

e Palau F, Garcia-Alix A. Genoma humano y medicina. Revista: Anales de
Pediatria (Barc) 2018, 89(1):1-2.

e Palau F. Diagnédstico de las enfermedades raras no-diagnosticadas. EIDON
2017; 47: 17-30.

12. ¢Cuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

El proyecto estd intimamente ligado al Programa de Enfermedades No-
Diagnosticadas del IPER, de modo que el beneficio para ‘nifios sin diagnostico’ es
continuo y depende de la capacidad de financiacion que pueda conseguirse. El
problema del diagndstico en enfermedades raras es y seguira siendo una cuestién
que requiere acciones proactivas para poder ir resolviendo caso a caso conforme se
van planeando. De lograr esto diagndstico depende, en gran medida, aplicar
tratamiento o intervenciones ya disponibles y, sobre todo, de poder ofrecer,
desarrollar y adaptar nuevas herramientas terapéuticas que mejoren la calidad de
vida de los pacientes y su prondstico vital. Ademads, el esfuerzo que se esta
haciendo en la validacion funcional de variantes del genoma antes desconocidas
permitira un mejor conocimiento de las variantes genéticas y los genes que son
relevantes como causa de enfermedad en los pacientes. Se espera que este
conocimiento facilite el diagndstico y disminuya sustancialmente el tiempo que
todavia en la actualidad puede discurrir en algunos de los casos.
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VI. Linea de investigacion

Titulo: Disfuncion autofagica/lisosomal en enfermedades neuromusculares
Referencia: FGEMIO-2018-01

Periodo concedido: 15/02/2018 a 15/02/2021

Cantidad concedida: 150.000 €

Investigador principal: Dr. José Manuel Fuentes Rodriguez

Institucion:

Universidad de Extremadura. Depto. Bioquimica y Biologia Molecular y

Genética.Facultad de Enfermeria y Terapia Ocupacional.

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Neurodegenerativas
(CIBERNED).
Instituto Universitario de Investigacién Biosanitaria de Extremadura (INUBE).

VIDEO EXPLICATIVO: DR. JOSE MANUEL FUENTES

GRUPO DE INVESTIGACION

Las enfermedades neurodegenerativas, incluidas las neuromusculares, son
enfermedades complejas y a su desarrollo contribuyen tanto causas genéticas como
no genéticas. Es por ello que no siempre resulta facil un diagnostico preciso y
rapido, poder valorar bien su evolucion o establecer terapias completamente
eficaces.
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En cualquier caso no se conocen marcadores que puedan ser medidos en muestras
accesibles como sangre o piel y que no requieran, por tanto, biopsias mas
invasivas. Asimismo carecen en su mayoria de tratamientos efectivos Se
manifiestan a cualquier edad, aunque la mayoria se inician en la edad pediatrica, y
presentan una amplia diversidad de alteraciones y sintomas en funcion del grado de
afectacién y de su evolucion, presentando muchas dificultades diagnodsticas y de
seguimiento, asi como multiples problemas sociales. Hay pocos datos
epidemioldgicos y plantean dificultades en la investigacion debido a la baja
prevalencia.

En Extremadura, las enfermedades raras son un importante problema de salud
publica que producen una gran morbilidad y mortalidad prematura, ademas de un
alto grado de discapacidad y, por tanto, un deterioro significativo de la calidad de
vida de los afectados y sus familiares. Dada la alta complejidad y la baja
prevalencia de estas enfermedades. Aunque se trata de enfermedades poco
frecuentes, minoritarias de forma aislada, en su conjunto son importantes ya que
afectan aproximadamente al 6 - 8% de la poblacion general. Es decir, existen entre
27 y 36 millones de personas afectadas en la Union Europea, en Espafa entre 2,5 y
3 millones y en Extremadura entre 60.000 y 80.000 afectados De entre los casos
diagnosticados se observa un mayor numero de casos en mujeres (51,51%) que en
varones (48,48%).

La Distonia miotdnica tipo I o enfermedad de Steiner supone un 1,73% sobre el
total de casos con una tasa de prevalencia de 5,62 casos por cada 100.000
habitantes. No existen datos en Extremadura relativos a la Distrofia
facioescapulohumeral. Incrementar el conocimiento de su etiologia molecular puede
suponer un importante avance para el descubrimiento de nuevas dianas
farmacoldgicas que puedan frenar o retrasar la apariciéon de los sintomas cardinales
de este tipo de patologias.

Las distrofias musculares presentan una alteracion de un proceso celular llamado
autofagia (que significa "comerse asi mismo"), cuyo papel es eliminar todos los
componentes innecesarios o alterados en las células para generar energia y
mantenerse sana. El acumulo de esos componentes, entre ellos proteinas no
usadas y organulos danados, se vuelve nocivo para las células. La parte de la célula
responsable de esta eliminacion se Illama lisosoma. Por lo tanto, las células
requieren la buena funcion de éstos lisosomas encargados de digerir los
componentes innecesarios o toéxicos. Hemos comprobado que en la distrofia
facioescapulohumeral y en la distrofia miotdnica los lisosomas estan alterados, esto
general un fenotipo celular mucho mas sensible al estrés externo.

Una vez conocido este hecho y gracias a la financiacién recibida por la Fundacién
Isabel Gemio, estamos tratando de identificar alternativas farmacoldgicas eficientes
para revertir estos fenotipos alterados. Para ello estamos ensayando diversas
moléculas que pueden mejorar estas funciones deficitarias. Estas moléculas se
hallan presentes en sustancias naturales tales como el acido anacardico o JL-1 vy
otros sintéticos como AHK. Los estudios son muy preliminares todavia pero apuntan
a una mejoria en las caracteristicas de estas células procedentes de pacientes. Son
necesarios estudios mas pormenorizados y utilizando otras sustancias con el mismo
efecto para evaluar la importancia de la mejora de la funcion del lisosoma en la
atenuacion o enlentecimiento de la enfermedad.

Financiacion recibida para contratacion de personal de investigacion: 2
investigadores.
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1. ¢Para qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

El desarrollo de este proyecto puede contribuir en tres aspectos fundamentales al
desarrollo de la investigacion en el campo de las enfermedades minoritarias,
particularmente en este proyecto en la Distrofia Miotdnica tipo I y la Distrofia
facioescapulohumeral:

1. Comprensidén de los mecanismos moleculares implicados en el origen y evolucidon de
las mismas,

2. Hallazgo de biomarcadores diagndstico y prondstico especificos,

3. Descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas utilizables farmacoldégicamente.

2. ¢éQué informacion nueva aporta esta investigacion o proyecto?

Existe un desconocimiento bastante amplio del papel que desempeifian los mecanismos
responsables del aclarado de componentes celulares alterado. El eje autofagia-funcion
lisosomal se ha manifestado como fundamental para el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson y también de naturaleza
neromuscular (como Duchenne).

En este proyecto pretendemos verificar la funcionalidad de este eje en un grupo de
enfermedades neuromusculares prevalentes, informacién que en la actualidad se
desconoce completamente, asimismo, evaluar las posibles variaciones (no conocidas) en
marcadores metabdlicos asociadas a las mismas.

3. éQué problematicas resuelve esta investigacion o proyecto?

En la actualidad el diagnéstico diferencial de muchas enfermedades minoritarias es
relativamente confuso, adoleciendo el mismo de la existencia de marcadores tempranos
y especificos. Este proyecto pretende dar una respuesta a este problema.

Asimismo los tratamientos empleados son también, en muchos casos, no especificos.
Este proyecto también pretende responder a este problema mediante el hallazgo de
mecanismo moleculares precisos. En este caso estarian relacionados con la malfuncién de
alguno de los elementos implicados en el eje autofagico-lisosomal.

4. ¢Por qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

Nuestro Grupo tiene una amplia experiencia en el estudio de los mecanismos
involucrados en la activacién de autofagia, funcion lisosomal y su modulacién
farmacologica en relaciéon con la enfermedad de Parkinson. La evidencia de la falta de
conocimiento en este ambito en la mayoria de enfermedades minoritarias unido a
nuestra experiencia en el tema nos planted la oportunidad de poder dar una respuesta
concreta a este problema y evaluar la posibilidad que moduladores del eje autofagico-
lisosomal puedan ser empleados como agentes terapéuticos, en principio para las dos
enfermedades en los que estamos centrado inicialmente nuestro esfuerzo.

5. éCual es la pertinencia de esta investigacion o proyecto?

El tratamiento de una enfermedad requiere el conocimiento profundo de los mecanismos
moleculares implicados en su origen y evolucién, solo de esta manera se puede
establecer esa terapia especifica y eficaz. En el caso de la mayoria de las enfermedades
minoritarias, este mecanismo molecular es completamente desconocido. Esto sucede de
esta manera, y entre otras, en el caso de la Distrofia Mioténica tipo I y la Distrofia
facioescapulohumeral, en los que se conoce las alteraciones genéticas implicadas, pero
no asi los procesos intrinsecos que conducen al desarrollo de la enfermedad. Es por ello
gue sin la comprension de estos mecanismos, no podra pensarse en establecer
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tratamientos pertinentes. Es un camino que, aunque lento en su desarrollo, es
imprescindible para lograr ese objetivo

6. ¢En qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

Las enfermedades neuromusculares tienen una importante repercusion, en primer lugar y
mas importante, la no cuantificable sobre la calidad de vida de la personas afectadas y
en segundo lugar la cuantificable desde el punto de vista de impacto social y econdmico
que causan a la sociedad.

El descubrimiento de marcadores diagndstico y prondstico sencillos, especificos y faciles
de determinar permitiria establecer terapias restauradoras mas precoces. El
conocimiento de dianas terapéuticas especificas permitird esos tratamientos precoces. Es
por ello que este proyecto pretende a medio plazo lograr respuestas a estas cuestiones y
reportar beneficios a los afectados, a la sociedad y también a la generacidon de
conocimiento que podria ser aplicado en otros ambitos cientificos.

7. ¢éCOmo la investigacion puede afectar a la vida de las personas afectadas
con estas enfermedades raras?

Los resultados de este proyecto a medio plazo pueden permitir la obtencién de paneles
de biomarcadores especificos que puedan permitir anticipar el diagndstico de las
patologias objetos de estudio y asimismo poder evaluar su prondstico una vez iniciado el
tratamiento. Al mismo tiempo el proyecto también pretende localizar moléculas que
puedan frenar los fenotipos de enfermedad una vez comprendido el origen de la misma.
En conjunto, por tanto, este proyecto pretende a medio plazo mejorar la calidad de vida
de enfermos de Distrofia Miotdnica tipo I y la Distrofia facioescapulohumeral y, sobre
todo, la mejora del diagndstico y el tratamiento de los pacientes ain no conocidos.

8. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc se han
realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacion en otros
paises o en Espaiia y resultados, visitas y participaciones en Congresos.

Actualmente estamos trabajando con un total de 24 lineas celulares procedentes de
individuos sin enfermedad, Distrofia miotdnica I y Distrofia facioescapulohumeral. Ellos
son el sujeto actual de estudio. Se estdn manteniendo las 24 lineas en cultivo
simultaneo realizando los experimentos planteados en todas ellas. Estos han utilizado
técnicas de inmunofluorescencia, citometria de flujo, microscopia electrénica, valoracion
de supervivencia, transfeccién, entre otras. En el futuro pretendemos obtener iPSC y
miotubos de las mismas lineas.

Se ha realizado una estancia de tres meses en el laboratorio de la Dra. Otilia Vieira del
Chronic Diseases Research Center (CEDOC) - NOVA Medical School (NMS), Universidade
NOVA de Lisboa (UNL), una especialista internacional en la estructura y funcion
lisosomal. Esta estancia ha sido realizada por la Dra. Sokhna MS Yakhine-Diop,
investigadora contratada gracias a la Fundacién Isabel Gemio. Esta estancia fue
sufragada gracias a una ayuda para movilidad de CIBERNED por lo que no supuso un
gasto adicional para nuestro proyecto. En Espafia mantenemos un contacto fluido con el
Dr. Adolfo Lopez de Munain.

El Investigador Principal del presente proyecto (Dr. José Manuel Fuentes) ha participado
en la elaboracion del Plan Integral de Enfermedades Raras de Extremadura para el
periodo 2019-2023, en el que se establecen las estrategias sanitarias y de investigacion
en el marco de las enfermedades minoritarias de la Junta de Extremadura. Este
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documento puede ser consultado integramente aqui:
https://saludextremadura.ses.es/web/detalle-contenido-
estructurado/848506?refMenu=466

Asimismo, hemos participado en VI Jornadas Veterinarias de Estudiantes y V Jornadas de
Ciencias de la Salud" celebradas en Céaceres durante los dias 28, 29 y 30 de marzo de
2019 con la comunicacién titulada "Caracterizacidon de la macroautofagia en la distrofia
facioescapulohumeral" presentada por Dfia. Laura Sanchez Molinero.

El 29 de junio de 2019 fue defendido el Trabajo fin de Grado (TFG) titulado
"Caracterizacion de la macroautofagia en enfermedades neuromusculares: distrofia
fascioescapulohumeral tipo 1" presentado por la licenciada en Bioquimica DAa. Laura
Sanchez Molinero.

9. ¢Cuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

En la actualidad se estd trabajando con muestras (fibroblastos, plasma y PBMC) de 24
personas, 8 individuos sanos (sin enfermedad), 8 pacientes de Distrofia Miotdnica tipo I y
8 de Distrofia facioescapulohumeral.

10. éCuantos investigadores han participado?
De manera directa en este proyecto participan las siguientes personas:

Dr. José Manuel Fuentes Rodriguez, investigador principal.

Dr. Sokhna MS Yakhnine DIOP, investigador postdoctoral contratado con cargo a la
Fundacién Isabel Gemio.

Ana Galan Guerra, contratada predoctoral con cargo al programa de formaciond e
doctores de la Junta de Extremadura.

Eva Alegre Cortés, personal cientifico investigador (PCI) contratada con cargo a un
proyecto de la Junta de Extremadura del cual José Manuel Fuentes es IP.

Laura Sanchez Molinero, alumna del Grado en Bioquimica, que durante 2019 desarroll6
su Trabajo Fin de Grado (TFG) en nuestro Grupo.

11. éQué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

El proyecto se inicié en abril de 2018. Hasta inicio de 2019 no se pudieron reclutar los 24
participantes de los que hasta ahora disponemos e iniciar la caracterizacion de los
cultivos celulares. Aun no hemos dispuesto del tiempo suficiente para disponer de
resultados suficientes para alguna publicacién, aunque si se ha defendido un TFG,
presentada una comunicaciéon a congreso (ambos descritos anteriormente) en 2019 y
otra recientemente presentada en marzo de 2020 que se comunicara en la memoria del
proximo afio.

12. é{Cuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

La distrofia miotdnica tipo 1 (DM1, OMIM 160900) es la miopatia mas prevalente en
el adulto, aproximadamente 1la 5 casos cada 10.000 nacimientos (Orphanet). La
distrofia facioescapulohumeral (FSHD, OMIN 158900) por su parte presenta
también una alta prevalencia estimada entre 1-2 casos cada 10.000 nacimientos.
Es por ello que la poblacion putativamente beneficiaria de los resultados de este
proyecto es relativamente alta en relacion con otras enfermedades minoritarias. Sin
embargo hay que sefalar que los resultados de este proyecto pueden ser
transversales a otras patologias similares, pues es una evidencia bibliografica el
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papel tan relevante que desempefian las disfunciones del sistema autofagico-
lisosomal en enfermedades neurodegenerativas y neuromusculares. Por ello, la
caracterizacion en estos dos modelos, ademas de beneficiar directamente al
porcentaje de la poblacién indicado anteriormente podria ser extrapolable a otros
grupos de enfermedades similares.
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VII. Linea de investigacion

Titulo: Desarrollo de aplicaciones clinicas, genomicas y bioinformaticas
para el abordaje de enfermedades raras: las distrofias hereditarias de
retina como modelo

Referencia: FGEMIO-2019-01

Periodo concedido: 21/04/2019 a 31/12/2022

Cantidad concedida: 200.000 €

Investigador principal: Dr. Guillermo Antinolo Gil

Institucién:
Universidad de Sevilla.
Hospital Virgen del Rocio (Sevilla).

VIDEO EXPLICATIVO: DR. GUILLERMO ANTINOLO
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GRUPO DE INVESTIGACION

Las distrofias hereditarias de retina (DHR) son un conjunto de enfermedades raras
que conducen a la pérdida irreversible de la visidn. La elevada heterogeneidad
clinica y genética que presentan dificulta enormemente su diagndstico genético, lo
que ha requerido la implementacion de aproximaciones gendmicas cada vez mas
poderosas. El presente proyecto se engloba dentro de una linea de trabajo, abierta
hace casi 30 afios, con un importante componente traslacional que favorece la
transferencia del conocimiento hacia la practica clinica y el desarrollo de la Medicina
Personalizada. Este estudio pretende la implementacion de soluciones basadas en
secuenciacion masiva para el diagndstico genético de pacientes afectos de DHR, vy
su traslacion al estudio de otras enfermedades raras de base genética.

Para ello, se ha realizado una caracterizaciéon de nuestra cohorte de estudio que
incluye muestras bioldgicas de mas de 2300 individuos afectos de DHR. Esto ha
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permitido seleccionar un grupo de casos sin diagndstico genético previo para su
analisis mediante técnicas de gran rendimiento como la secuenciacién de exoma y
genoma completo. De forma especifica, los resultados obtenidos hasta ahora con
estas aproximaciones han llevado a desarrollar un algoritmo de analisis
bioinformatico de los datos, y a postular nuevos genes candidatos asociados a la
enfermedad. Actualmente, el analisis de los datos generados por secuenciacion de
genoma completo es altamente complejo debido al gran tamafio de los archivos
generados y a la ausencia de un consenso en cuanto al protocolo a seguir. Por este
motivo, ha sido crucial la optimizacion de un flujo de trabajo basado en
herramientas de acceso libre para el filtrado y priorizacion de variantes candidatas
(Figura 1), ya que ademas de reducir considerablemente el tiempo de analisis y
costes asociados, permite su uso por parte de toda la comunicad clinico-cientifica y
su aplicacion al andlisis de otras enfermedades raras. Como ejemplo, el algoritmo
desarrollado ha permitido identificar la causa genética en una familia afecta de
retinosis pigmentaria, sugiriendo variantes modificadoras del fenotipo y rectificando
el modo de herencia asignado de autosdomico dominante a autosémico recesivo, con
las implicaciones familiares que ello conlleva.

Por otro lado, la realizacion de estudios de exoma completo ha permitido identificar
variantes en genes previamente no asociados a las DHR. Con el objetivo de evaluar
la implicacion de estos genes en el desarrollo de estas enfermedades, se han
llevado a cabo estudios de expresion en tejido de retina humana y se han iniciado
experimentos de edicién génica basados en el sistema CRISPR/Cas9 usando una
linea celular derivada del epitelio pigmentario de retina (ARPE-19). Ademas, se esta
optimizando una estrategia de genotipado de las células editadas mediante técnicas
de secuenciacién masiva, con el objetivo de garantizar la seguridad y mejorar el
conocimiento de los efectos de este tipo de técnicas.

! X3 ! X9
|nd 111:3) (113, 11:23 y IV:1) (103, 11323, 1V: 1y6PCs}

Filtro de recurrencia 3 933,160

Filtro de frecuencia 514,941 902,024 752,459

Filtro pedigri 1,675 1,387
403

Filtro manual 184 104

Segregacion familiar E E

I OPTIMIZACION

@ » Nidmero total de variantes del VCF combinado
Patogénicaen

Filtro de recurrencia: Variantes exclusivas de la familia en °
Clinvar?

estudio (ausentes en homozigosisen la cohorte de pseudo-
controles)

Filtro de frecuencia: Variantes con MAF<0.01 o sin datos de MAF

Filtro genes de DHR: Variantes localizadas en los genes de DHR
(https://sph.uth.edu/retnet/)

Filtro pedigri: Eliminar variantes homozigotas en el individuo no
afecto y ausentes en el individuo afecto

Re-analisis

Cualquier tipo de

herencia, genes
1 nuevos,

etc.

Filtro manual: Variantes exdnicas o que afectan al splicing; no en

homozigosis en gnomAD; etc
Variantes causales?

5 i5n famili
@ Segregacion familiar “_

Figura 1. Optimizacion del analisis terciario para el analisis de datos de
secuenciacion de genoma completo. Dado el gran numero de variantes
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presentes en el genoma de un individuo, es necesaria la aplicacion precisa de una
serie de filtros, que nos permitan reducir el niUmero de variantes candidatas que
posteriormente seran validadas y segregadas en la familia sin riesgo de eliminar
variantes causales. En este trabajo se ha llevado a cabo la optimizacién de los
pasos de filtrado y priorizacién de variantes siguiendo una estrategia basada en el
uso de VCFs combinados. Ind: individuos; PCs: Pseudo-controles.

Ademas de mejorar la tasa diagnostica en este grupo de pacientes, se espera que
el uso de estas estrategias permita optimizar el disefio del exoma clinico
personalizado que se utiliza en la rutina diagndstica de la UGC de Medicina
Maternofetal, Genética y Reproduccion del Hospital Universitario Virgen del Rocio,
con la inclusiéon de nuevos genes y mutaciones asociados a estas patologias. Esto
permitirdA aumentar el conocimiento de las bases etiopatogénicas de las
enfermedades raras de base genética analizadas y, en definitiva, mejorar el
diagndstico genético y manejo clinico de estos pacientes.

DIVULGACION CIENTIFICA:
Publicaciones:

e Gonzalez-del Pozo M, Fernandez-Suarez, E, Martin-Sanchez, M, Bravo-Gil N,
Méndez-Vidal C Rodriguez-de la Rua, E, Borrego, S and Antifiolo, G.
Unmasking Retinitis Pigmentosa complex cases by a whole genome
sequencing pipeline basedon open-access tools: hidden recessive inheritance
and potential oligogenic variants. J Transl Med. 2020 Feb 12;18(1):73.

e Molina-Solana, P, Morillo-Sanchez, M], Méndez-Vidal, C; Ramos-Jiménez, M;
Dominguez-Serrano F, MD; Antifiolo, G; Rodriguez-De-la-Rua-Franch, E.
"Unusual Clinical Phenotype of Stargardt Disease”. Arq Bras Oftalmol (en
revision).

e Morillo-Sanchez MJ; Llavero-Valero P; Gonzalez-del Pozo M; Ponte-Zuiiiga B;
Antifiolo G; Ramos-Jiménez M; Rodriguez de la RuUa-Franch E. Posterior
microphthalmos, retinitis pigmentosa, and foveoschisis caused by a mutation
in the MFRP gene: a familial study. Ophthalmic Genetics. 40 - 10, pp. 288-
292. 2019.

Comunicaciones a congresos:

e "Unmasking Retinitis Pigmentosa complex cases by a whole genome
sequencing pipeline based on open-access tools: Hidden recessive
inheritance and potential oligogenic variant”. Gonzalez-del Pozo, M.;
Ferndndez-Suarez, E.; Martin-Sanchez, M.; Bravo-Gil, N.; Méndez-Vidal, C.;
Rodriguez-de la Rua, E.; Borrego, S.; Antifolo, G (Pdster). XVI Foro de
Investigadores del Instituto de Biomedicina de Sevilla: Ciencia vy
Comunicacion a la Sociedad. Sevilla, Espafia. 2020.

e "“Development of diagnostic algorithms in inherited retinal dystrophies and
their application for the identification of new candidate genes”. Martin-
Sanchez, M.; Bravo-Gil, N.; Gonzalez-del Pozo, M.; Méndez-Vidal, C.;
Borrego, S.; Antifiolo, G (Poster). XVI Foro de Investigadores del Instituto
de Biomedicina de Sevilla: Ciencia y Comunicacién a la Sociedad. Sevilla,
Espafia. 2020.

e “Importancia del diagndstico genético en las distrofias hereditarias de
retina”. A propdsito de un caso. Alejandro Gonzalez-Ruiz, Nereida Bravo-Gil,
Aurora Suarez-Martos, Laura Gonzalez-Garcia, Salud Borrego y Guillermo
Antifiolo (Pdster). XIII Congreso Nacional del Laboratorio Clinico. Sevilla,
Espafia. 2019.
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e “Andlisis genéticos: la importancia en las Distrofias Hereditarias de Retina”.
Nereida Bravo-Gil. Asamblea General Ordinaria de la Asociacion Andaluza de
Retinosis Pigmentaria (presentacion oral). Sevilla, Espafia. 2019.

e “Andlisis de datos de secuenciacion de genoma completo basado en
herramientas de acceso libre y su aplicaciéon al diagnostico genético de las
distrofias hereditarias de retina. Maria Gonzalez del Pozo. Seminarios de
area. Programa de Onco-Hematologia y Genética del Instituto de
Biomedicina de Sevilla (presentacion oral). Sevilla, Espana. 2019.

e “Investigacion biomédica e innovacion clinica en distrofias hereditarias de
retina: hacia la medicina personalizada de enfermedades raras. Cristina
Méndez Vidal. V Jornadas en Enfermedades Raras IBIMA-Rare (presentacién
oral). Malaga, Espafia. 2019.

e "“Datos que curan”. Guillermo Antifiolo. III Foro Socio sanitario de Castilla y
Leodn. Castilla y Ledn, Espana (presentacion oral). 2019

Trabajos de fin de master: desde el punto de vista formativo y académico cabe
resaltar que durante el desarrollo de este proyecto en 2019 se ha dirigido y
desarrollado el siguiente trabajo de fin de master:

“"A Whole Genome Sequencing-based approach for the identification of novel genes
and mutations in unsolved families with inherited retinal dystrophies”.

Universidad de Sevilla, 04/07/2019.

Alumno/a: Maria Elena Fernandez Suarez.

OTROS:

e Creacion de una Unidad de Referencia de Enfermedades Oculares
Raras en el Servicio de Salud Publico de Andalucia, integrada por clinicos y
genetistas, dirigido a mejorar la gestion clinica de los pacientes con algun
tipo de patologia oftalmoldgica rara.

e Generacion de una base de datos que contiene informacion oftalmoldgica,
neurofisioldgica y genética de pacientes afectos de enfermedades oculares
raras. El objetivo es mantener un registro de pacientes que permita mejorar
la prognosis de los mismos mediante el establecimiento de correlaciones
genotipo-fenotipo precisas vy facilitar el reclutamiento de pacientes
susceptibles de ser incluidos en ensayos clinicos. En concreto, hemos
participado en la seleccidn de casos para ensayos clinicos desarrollados para
pacientes con mutaciones bialélicas en los genes RPE65 o MERTK.

Financiacion recibida para contrataciéon de personal de investigacion:
No hemos realizado contratacion de personal con cargo a este proyecto

1. ¢Para qué es importante este trabajo de investigacion o proyecto?

Las distrofias hereditarias de retina (DHR) son un grupo de enfermedades
altamente heterogéneas, lo que dificulta enormemente su diagnostico clinico vy
genético. En la dltima década, las técnicas de secuenciacion masiva o NGS (del
inglés, Next-generation sequencing) han mejorado sustancialmente el rendimiento
diagnodstico y el manejo clinico de estas enfermedades, aunque la causa genética de
la enfermedad sigue sin ser identificada en aproximadamente un 40% de los casos.
A dia de hoy, no existen protocolos consenso para atender estos casos sin
diagnodstico genético. Por todo esto, la importancia de este proyecto de
investigacion radica en la implementacion de soluciones basadas en NGS que
permitan: i) optimizar el diagndstico genético de los pacientes incluso en aquellos
casos en los que otras aproximaciones han fallado, ii) profundizar en el
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conocimiento de las bases etiopatogénicas de la enfermedad, iii) establecer nuevas
correlaciones genotipo-fenotipo, iv) desarrollar flujos de trabajo diagnédsticos y
bioinformaticos que puedan ser utilizados como estandar de facto, v) optimizar la
seguridad y mejorar el conocimiento de las herramientas de edicién génica para el
estudio de nuevas variantes o nuevos genes asociados a enfermedad vy, por ultimo,
vi) trasladar todo el conocimiento generado al estudio de otras enfermedades raras
de base genética.

2. éQué informacién nueva aporta esta investigacion o proyecto?

Uno de los principales pilares de la innovacién de este proyecto es el desarrollo de
nuevos recursos diagnosticos y de gestion del conocimiento con validez y utilidad
clinica. Para ello, este estudio parte de protocolos personalizados, libres de
hipdtesis prefijadas y basados en datos propios, asegurando una elevada
adaptabilidad, eficiencia y control de los datos. En este sentido, como resultado de
este proyecto, ya se ha desarrollado un algoritmo de analisis bioinformatico de los
datos generados por secuenciaciéon de genoma completo, sugiriendo variantes
modificadoras del fenotipo, rectificando el modo de herencia de un caso
genéticamente complejo y postulando nuevos genes candidatos asociados a
enfermedad.

Ademas, las herramientas de gestion y generacion de conocimiento propuestas en
esta accién permitirdn agilizar todo el proceso, impactando positivamente en la
atencién sanitaria mediante la integracion en la estaciéon clinica de los datos
gendmicos del paciente, los datos clinicos, las herramientas de priorizacion y las
recomendaciones para el analisis funcional. El importante conjunto de datos
generados estd permitiendo la identificacion de nuevas variantes y genes
implicados en el desarrollo y mantenimiento de la funcién retiniana. El estudio de
nuevas regiones de enfermedad puede abordarse desde distintos campos, siendo la
edicion génica mediante el sistema CRISPR/Cas9 uno de los mas prometedores
actualmente. Para que las herramientas CRISPR se puedan trasladar a la clinica de
manera segura es imprescindible disponer de técnicas que permitan la deteccidn de
mutaciones en regiones off-target con una alta sensibilidad. La optimizaciéon de
protocolos que aumenten la seguridad de estas herramientas es otro de los puntos
novedosos de esta investigacion.

3. éQué problematicas resuelve esta investigacion o proyecto?

La falta de consenso entre los distintos laboratorios o unidades de diagndstico
genético sobre los flujos de trabajo adoptados en los casos que no han recibido un
diagndstico genético tras un primer estudio, lleva irremediablemente a una falta de
equidad entre los pacientes. Los procedimientos diagnosticos desarrollados como
consecuencia de esta accion constituiran modelos de utilidad clinica que podran ser
empleados en otros laboratorios que usen o empiecen a usar la NGS en su practica
clinica. Las soluciones comerciales que se aplican de forma rutinaria para el analisis
de los datos generados por NGS (aunque validas para el diagndstico genético),
disponen de informacion fragmentada, que no es util para el desarrollo de la
Medicina Personalizada, tratandose Unicamente de soluciones temporales poco
costo-eficientes. La solucién corporativa que proponemos en este proyecto supone,
entre otras, una ventaja econdmica en relacion a otras opciones comerciales
ampliamente utilizadas en el ambito clinico, y asegura la trazabilidad e
interoperabilidad de los datos.

4. ¢Por qué se va a investigar este tema o realizar este proyecto?

A pesar de los avances de los ultimos afios en el campo de la medicina gendmica,
se estima que alrededor del 40% de los casos de DHR portan mutaciones en
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regiones cuya deteccidén aldn representa un reto o que aun no han sido asociadas
con la enfermedad. El diagndstico genético es particularmente relevante en este
grupo de patologias, que al carecer de tratamiento paliativo o curativo conducen a
la pérdida irreversible de la vision.

Los objetivos planteados en este proyecto van a permitir, entre otros, el desarrollo
de nuevas herramientas computacionales que faciliten el analisis de nuevas
regiones de enfermedad. Todo ello contribuiran por un lado a, no solo aumentar
mejorar la tasa diagnostica de estos pacientes, mejorando asi el asesoamiento
genético y reproductivo y facilitando el acceso a posibles ensayos clinicos, sino
tambiény por otro, a profundizar en el conocimiento de las bases etiopatogénicas
de las DHR, permitiendo el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas
basadas en medicina personalizada.

5. ¢éCual es la pertinencia de esta investigaciéon o proyecto?

La complejidad del diagndstico genético de este grupo de enfermedades sefiala la
necesidad de desarrollar sistemas que sean capaces de hacer del diagnostico por
NGS una tarea relativamente sencilla, reproducible, con validez y utilidad clinica,
gue ofrezcan soluciones para generar nuevo conocimiento biomédico con
aplicabilidad clinica no solo para las DHR sino también para otras enfermedades
raras de base genética. Ademas, la fase de analisis de los resultados suele estar
poco automatizada, con herramientas desarrolladas para la investigacién y sin
conexién con variables clinicas. Por tanto, queda un largo camino por recorrer
desde la generacion de datos gendmicos a su conversion en conocimiento Util desde
un punto de vista clinico. Esta fase de generacion y uso del conocimiento implica
identificar nuevas asociaciones gen-enfermedad y aplicar todo este conocimiento
generado en el desarrollo de estrategias de diagndstico, prevencion y tratamiento.

6. éEn qué beneficia a la sociedad y a la ciencia los aspectos que se
investigan?

El presente proyecto estad enfocado al desarrollo de nuevos recursos diagnodsticos y
de gestion del conocimiento en enfermedades raras, usando como modelo las DHR.
Los resultados aqui alcanzados van a favorecer un abordaje clinico personalizado de
este grupo de enfermedades, consiguiendo, en Uultima instancia, una mayor
esperanza y calidad de vida de los pacientes y sus familiares. La implementacion de
estas herramientas de traslacion de la investigacion biomédica a productos o
innovaciones clinicas claves impulsara mejores y mas eficientes cuidados de salud,
generando mas riqueza para el conjunto de la sociedad. Ademas, este estudio tiene
un valor afiadido debido al alto impacto familiar, socio-sanitario y econdmico de
este grupo de enfermedades.

7. éComo la investigacion puede afectar a la vida de las personas
afectadas con estas enfermedades raras?

La mayoria de las DHR carecen de tratamiento, por lo que son muchas las
estrategias terapéuticas que se estan desarrollando. Tanto las terapias de
sustitucion génica, silenciamiento génico, o las terapias celulares basadas en
células madre pluripotentes inducibles (iPS) modificadas genéticamente, son
dependientes del gen o de la mutaciéon identificada. Por tanto, con el fin de
desarrollar terapias personalizadas, resulta imprescindible conocer el defecto
genético responsable de la enfermedad en estos pacientes.

El presente proyecto pretende aumentar en un 10-20% los casos de DHR que
reciben un diagnostico genético, facilitando asi el acceso de estos pacientes a una
posible opcion terapéutica o preventiva, asi como ofrecer a sus familiares el estudio
de portadores de la enfermedad.
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8. Datos cuantificables: cuantas mediciones, estudios, analisis, etc se han
realizado, consultas, interacciones con otros grupos de investigacién en
otros paises o en Espafa y resultados, visitas, participaciones en
Congresos.

a) Exoma clinico de disefio propio. Esta aproximacion ha permitido, entre otros, el
diagndstico genético de una familia caracterizada por presentar un fenotipo atipico
de enfermedad de Stargardt que se asemeja a una distrofia en patrén. La
identificacion en esta familia de dos mutaciones en el gen ABCA4 compatibles con
este inusual cuadro clinico ha permitido expandir el espectro mutacional de este
gen, asi como establecer nuevas correlaciones genotipo-fenotipo. [Molina-Solana,
et al., 2020. Arg Bras Oftalmol, en revision].

b) Exoma completo. Se han seleccionado 96 muestras para WES, de las cuales, 40
eran individuos afectos, 52 familiares no afectos y 4 individuos control. La seleccion
de muestras se ha realizado entre los casos negativos tras el estudio del exoma
clinico de disefio propio y en base al pedigri familiar y al tipo de herencia asumido,
secuenciando al paciente indice en todos los casos junto con los familiares mas
informativos.

c) Genoma completo. Partiendo de los datos de secuenciacién de genoma completo
de 22 individuos pertenecientes a 11 familias afectas de DHR no relacionadas y no
diagnhosticadas mediante otras aproximaciones, se ha desarrollado un algoritmo
para el anadlisis de los datos de secuenciacion de genoma completo usando
herramientas de acceso libre y de cddigo abierto. Esto nos ha permitido identificar
la causa genética de la enfermedad en una familia constituida por 19 individuos, de
los cuales 5 son afectos, en la que la que fue rectificado el modo de herencia de
autosomica dominante a autosémica recesiva [Gonzalez-del Pozo, et al. J. Transl.
Med. 2020]. Adicionalmente, en el resto de familias analizadas, ademas del estudio
de las regiones exdnicas, se ha llevado a cabo la evaluaciéon de todas aquellas
variantes potencialmente patogénicas en regiones profundas de los intrones y
actualmente, se estd trabajando en la optimizacion del algoritmo para la
identificacion de variantes en genes nuevos.

d) Estudios funcionales de los genes candidatos. La realizacion de estudios de
exoma y genoma completo nos estd permitiendo identificar variantes en genes
nuevos candidatos, como, por ejemplo, CFAP20, asociado a DHR en una familia.
Para el estudio del papel de este gen en el desarrollo de la enfermedad en esta
familia se han llevado a cabo estudios de expresion y localizacion celular, asi como
experimentos de edicién génica mediante el sistema CRISPR/Cas9 encaminados a
analizar en una primera fase, el papel de este gen en la linea celular ARPE-19.

e) Colaboracién con otros grupos de investigacion. Hemos colaborado con el equipo
del Dr. Rodriguez de la Rua de la UGC de Oftalmologia del Hospital Universitario
Virgen Macarena para el reclutamiento de pacientes para ensayos clinicos. Nuestro
grupo ha recopilado todos los casos compatibles con mutaciones en el gen RPE65
para facilitar la inclusion de estos pacientes en una terapia con el medicamento
Luxturna® para pacientes con mutaciones bialélicas en este gen, el cual se
encuentra actualmente en fase IV. Del mismo modo, también hemos participado en
la recogida de informacidn sobre casos con mutaciones bialélicas en el gen MERTK
con el objetivo de que estos pacientes también puedan beneficiarse de los avances
en los tratamientos que implican a este gen. Esta colaboracion también ha dado
lugar a la creacion de una Unidad de Referencia de Enfermedades Oculares Raras
en el Servicio de Salud Publico de Andalucia, cuyo nucleo basico estd formado por
la UGC de Oftalmologia del Hospital Universitario Virgen Macarena y Virgen del
Rocio, la UGC de Neurofisiologia del Hospital Universitario Virgen Macarena vy la
UGC de Medicina Maternofetal, Genética y Reproduccion del Hospital Universitario
Virgen del Rocio. Esto ultimo ha propiciado la generacién de una base de datos que
contiene informacion oftalmoldgica, neurofisioldgica y genética de los pacientes
estudiados.
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9. éCuantas personas se han investigado o participado en el proyecto?

En total, en esta anualidad se han realizado diferentes tipos de estudios en 114
pacientes pertenecientes a familias afectas de algun tipo de distrofia hereditaria de
retina incluyendo retinosis pigmentaria, enfermedad de Stargardt, retinosquisis,
distrofia de conos y bastones o sindrome de Usher.

10. éCuantos investigadores han participado?

El equipo investigador estd integrado por miembros de la Unidad de Medicina
Maternofetal, Genética y Reproduccion del Hospital Universitario Virgen del Rocio,
liderados por el Dr. Guillermo Antifiolo, entre lo que se encuentran:
- Cuatro investigadoras post-doctorales: Cristina Méndez Vidal, Maria
Gonzalez del Pozo, Nereida Bravo Gil y Marta Martin Sanchez.
- Una investigadora predoctoral: Maria Elena Fernandez Suarez, la cual realizd
previamente su trabajo de fin de master en nuestro grupo en el contexto de
este proyecto.

Asimismo, hemos contado con la colaboracién de investigadores del Area de
Bioinformatica Clinica del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, liderada
por el Dr. Joaquin Dopazo, y de la UGC de Oftalmologia del Hospital Universitario
Virgen Macarena de Sevilla, liderada por el Dr. Enrique Rodriguez de la Rua Franch.

11. éQué consecuencias o resultados del proyecto se pueden plasmar en
patentes o en publicaciones cientificas?

Derivadas de los resultados obtenidos en este proyecto, se han realizado una serie
de publicaciones cientificas:

e Gonzdlez-del Pozo M, Fernandez-Suarez, E, Martin-Sanchez, M, Bravo-Gil N,
Méndez-Vidal C Rodriguez-de la Rua, E, Borrego, S and Antifiolo, G.
Unmasking Retinitis Pigmentosa complex cases by a whole genome
sequencing pipeline based on open-access tools: hidden recessive inheritance
and potential oligogenic variants. J Transl Med. 2020 Feb 12;18(1):73.

e Morillo-Sanchez MJ; Llavero-Valero P; Gonzalez-del Pozo M; Ponte-Zufiga B;
Antifiolo G; Ramos-Jiménez M; Rodriguez de la Rua-Franch E. Posterior
microphthalmos, retinitis pigmentosa, and foveoschisis caused by a mutation
in the MFRP gene: a familial study. Ophthalmic Genetics. 40 - 10, pp. 288-
292. 20109.

e Molina-Solana, P, Morillo-Sanchez, M], Méndez-Vidal, C; Ramos-Jiménez, M;
Dominguez-Serrano F, MD; Antifiolo, G; Rodriguez-De-la-RUa-Franch, E.
"Unusual Clinical Phenotype of Stargardt Disease”. Arg Bras Oftalmol (en
revisién).

12. éCuantas personas se beneficiaran de los resultados en un futuro?

Nuestros resultados tendran un impacto directo en los pacientes de DHR incluidos
en nuestra cohorte de estudio. Actualmente, en la UGC de Medicina Maternofetal,
Genética y Reproduccidon disponemos de una cohorte de 731 familias (mas de 1000
individuos afectos) con distintos tipos de DHR, remitidas tanto desde la Unidad de
Referencia autondmica de Distrofias Retinianas de la unidad de Oftalmologia del
Hospital Universitario Virgen Macarena, como de la unidad de Oftalmologia del
Hospital Universitario Virgen del Rocio, y por las consultas de oftalmologia y
genética de otros hospitales espafioles. Segun la prevalencia de las DHR (1:3000),
se estima que existen en Andalucia unos 3.000 afectados y, aunque un tercio de los
mismos ya forman parte de nuestra cohorte de estudio, ésta sigue en continua
expansion.
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Por otro lado, segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), existen entre cinco
mil y ocho mil enfermedades raras diferentes, que afectan a entre un 6% y un 8%
de la poblacibn mundial. Segun estas estimaciones en Espafia hay
aproximadamente tres millones de personas diagnosticadas de una enfermedad
rara (mas de medio millén en Andalucia). Los algoritmos diagndsticos desarrollados
en este proyecto son transferibles al proceso diagndstico de distintas enfermedades
de base genética, lo que permitird aumentar la tasa diagnostica en los pacientes
afectos de otros grupos de enfermedades raras.

53



