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EDITORIAL

MULLER CELL-DERIVED NEUROTROPHIC FACTORS.
A ROAD TO NEUROPROTECTIVE THERAPY
IN THE RETINA

FACTORES .NEUROTR(’)FICOS DERIVADOS DE LAS CELULAS
DE MULLER. EN ELL. CAMINO HACIA LA TERAPIA
NEUROPROTECTORA EN LA RETINA

HAUCK SM!, UEFFING M?

En un grupo de degeneraciones retinianas here-
dadas como la Retinitis Pigmentosa (RP) y la Dege-
neracion Macular Asociada a la Edad (DMAE), la
proteccién de fotorreceptores contra la degenera-
cion puede considerarse como el objetivo clave de
las estrategias terapéuticas del futuro. De forma
similar, en otro grupo de enfermedades causantes
de ceguera que produce muerte de las células gan-
glionares retinianas (neuropatias 6pticas glaucoma-
tosas), la proteccién de estas neuronas contra la
degeneracién es igualmente crucial. A pesar de la
diversidad de mutaciones que producen susceptibi-
lidad o causan degeneracion, el evento unificador
que conduce a la ceguera es la apoptosis de las neu-
ronas retinales. Este proceso fatal ha dado lugar a
estudios intensivos sobre la naturaleza y los meca-
nismos moleculares de los agentes neuroprotectores
que pueden antagonizar la apoptosis.

El factor neurotréfico derivado de una linea celu-
lar glial (GDNEF, siglas en inglés) ha demostrado ser
uno de los agentes neurotréficos mds efectivos para
rescatar a los fotorreceptores de la degeneracion en
el modelo de ratén rdl de RP (1). Sin embargo,
hemos demostrado recientemente que el GDNF no
actia directamente sobre los fotorreceptores mori-
bundos de la retina afectada. Especificamente, el
GDNF activa las células gliales retinales de Miiller
(RMG) que a su vez liberan moléculas que soportan
la supervivencia de los fotorreceptores (2).

Este hallazgo afiade una dimensién adicional a la
multiplicidad de funciones de las células gliales de
Miiller en el contexto de la salud y la enfermedad reti-

niana. Es sabido que las células de Miiller proporcio-
nan agua y homeostasis iénica al tejido retinal, entre-
gan glutamato neurotransmisor reciclado, protegen
las neuronas contra el estrés oxidativo y segregan sus-
tancias vasoactivas, neuroactivas y neuroprotectoras
(3). Por otra parte, su morfologia les permite actuar
como «fibras Opticas» que transmiten la luz desde la
membrana limitante interna a través de la totalidad
del grosor de la retina hasta los segmentos externos
fotosensibles de los fotorreceptores (4). Esta plétora
de mecanismos moleculares, fundamentales para un
mantenimiento y funcionamiento correcto de la reti-
na, resalta la importancia de las células de Miiller en
las patologfas retinianas. De hecho, cada patologia
retinal se expresa con una cierta reactividad de las
c€lulas de Miiller, que puede complicar o compensar
el proceso patoldgico molecular.

Puesto que las células de Miiller son fuentes
intrinsecas de proteinas neuroprotectoras, soportan
la supervivencia prolongada de las neuronas retina-
les. Sin embargo, se ha observado que la secrecién
de dichos factores neuroprotectores puede perderse
en determinadas patologias que acompafian la glio-
sis reactiva de las células de Miiller. Por otra parte,
resaltar el soporte neuroprotector en las patologias
retinales neurodegenerativas podria ser eficiente
para prolongar la supervivencia de las neuronas
retinales durante periodos prolongados de tiempo
en la vida de los pacientes. Un requisito previo para
esta estrategia es la identificacion de las proteinas
neuroprotectoras derivadas de las células de Miiller.
Actualmente, se estdn aplicando abordajes genémi-

Research Scientist, Dr. rer. nat. Department of Protein Science. Helmholtz Zentrum Miinchen.

I E-mail: hauck @helmholtz-muenchen.de
2 E-mail: marius.ueffing@helmholtz-muenchen.de



HAUCK SM, et al.

cos y también protedmicos para esta identificacion.
Con este fin, las células de Miiller primaria, aisla-
das de la retina porcina, se cultivan durante perio-
dos breves de tiempo in vitro, recogiendo las prote-
inas segregadas del medio de cultivo. Estas protei-
nas soportan la supervivencia de fotorreceptores en
fotorreceptores primarios in vitro (5). También se
demostré que promueven la aparicién de células
ganglionares retinales (6).

Las RMG segregan aproximadamente 1000 enti-
dades proteinicas diferentes, pero la definicion de los
factores neuroprotectores activos dentro de ese grupo
es como «buscar la aguja en el pajar». Gracias a téc-
nicas protedmicas bien establecidas y al poder de la
espectrometria de masa (EM), es posible separar a
nivel bidimensional grandes grupos de proteinas
diferentes utilizando el punto isoeléctrico de las mis-
mas en una dimensién y el peso molecular en la
segunda dimensién (fig. 1). Después de separar y
tefir dichos geles de 2D, es posible extraer e identi-
ficar los puntos proteinicos de interés mediante la
EM. Puesto que este método ha evolucionado muchi-
simo en los ltimos 10 afios, tanto en precisién como
en sensibilidad, actualmente es posible identificar la
mayoria de todas las proteinas segregadas que estan
inmersas en mezclas proteinicas tan complejas como
en un medio condicionado a nivel celular. La estrate-
gia para identificar los factores neurotrdficos a utili-
zar consiste en aplicar métodos de fraccionamiento
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de proteinas nativas como la cromatografia liquida
de intercambio de iones y combinarla con andlisis
sensible de cribado funcional e identificaciones de
proteinas por espectrometria de masa de las subfrac-
ciones resultantes. Asi podremos correlacionar siste-
maticamente las actividades neurotréficas con prote-
inas aisladas especificas identificadas mediante la
EM. Después de la clonacion y expresion recombi-
nante de las respectivas proteinas, podemos evaluar a
nivel funcional cada candidato asi como crear mez-
clas combinadas racionalmente de compuestos
bioactivas para su actividad pro-supervivencia (5).
Considerando la intensa capacidad neuroprotec-
tora de los factores derivados de las células de
Miiller, es probable que estas moléculas contengan
un potencial enorme para aplicaciones terapéuticas:
i) su expresion enddgena en el interior de la retina
como tejido diana promete menos efectos secunda-
rios cuando se aplica terapéuticamente. ii) Debido a
sus propiedades generalmente neuroprotectoras,
estas moléculas pueden aplicarse para tratar formas
hereditarias de DR sea cual fuere su defecto genéti-
co subyacente. La neuroproteccion efectiva
mediante factores neuroprotectores novedosos tam-
bién depende del desarrollo de estrategias de entre-
ga efectivas. Puesto que las proteinas no se difun-
den con la misma facilidad que otros compuestos
mds pequefios debido a su gran tamafio molecular,
es crucial crear depoésitos intraoculares que entre-
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Fig. 1: A: Células retinales primarias de Miiller marcadas con anticuerpo de anti-Glutaminsintetasa. B: Gel bidimen-
sional de proteinas derivadas de células retinales primarias de Miiller. Las proteinas se dividen segiin su punto isoe-
léctrico (pl) y luego se transfieren a geles de poliacrilamida de segunda dimension, donde son separados por peso
molecular (MW). Después de la separacion, las proteinas se visualizan tifiendo con azul de Coomassie.
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guen la proteina cerca de los fotorreceptores o célu-
las ganglionares afectadas. Estos depdsitos deberi-
an liberar la proteina terapéutica durante periodos
largos de tiempo para evitar repeticiones de actos
quirdrgicos invasivos. Por tanto, la terapia génica
asi como las estrategias de entrega basadas en célu-
las son necesarias para llevar nuevas moléculas a la
retina de pacientes que esperan tratamientos para
sus actualmente incurables enfermedades.
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