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1. RESUMEN

Este trabajo de fin de grado es una revision bibliografica sobre el estado actual de la edicion
genética. La técnica de edicion CRISPR/Cas9 abre un mundo de posibilidades tanto en el campo
de la biologia como, especialmente, en el de la medicina. En él se destacan las lineas principales
de investigacién, que, derivadas de la misma se estan llevando actualmente por la comunidad
cientifica.

CRISPR/Cas (repeticiones palindromicas cortas regularmente interespaciadas asociadas a las
nucleasas Cas) es actualmente la herramienta mas destacada de edicion génica. Su
descubrimiento es el fruto de una simbiosis de varios estudios sobre los mecanismos de
inmunidad adquirida de las bacterias y arqueas frente a los fagos y plasmidos que atacan su
ADN. Las bacterias, como demostraron estos estudios, se defienden incorporando material
genético de sus invasores para establecer inmunidad frente a futuros ataques de estos. El
reconocimiento posterior de estos se realiza mediante crRNA y se degrada mediante unas
nucleasas denominadas Cas. Posteriormente se dedujo la posibilidad de transformar esta
defensa natural en una técnica de edicion genética.

El descubrimiento de esta técnica de edicion se debe fundamentalmente a dos mujeres,
Emmanuelle Charpentier, directora de la Unidad Max Planck para la Ciencia de Patégenos en
Berlin (Alemania) y a la profesora Jennifer A. Doudna, de la Universidad de California en
Berkeley (Estados Unidos).

La técnica de CRISPR/Cas9, mediante la aplicacion de estos principios, permite silenciar, afadir,
activar y cambiar genes o secuencias especificas de los mismos. Desde entonces se han
desarrollado multitud de aplicaciones en areas como la biotecnologia, medicina, agricultura y un
sinfin de campos. Nos encontramos ante la mayor revolucion cientifica de la década y
posiblemente del siglo actual. CRISPR-Cas9 también se puede aplicar para generar modelos
animales genéticamente inhibidos para el descubrimiento y desarrollo de farmacos.

En este trabajo se analiza el potencial terapéutico del sistema CRISPR-Cas9 contra diversos
trastornos genéticos, incluidos el cancer, alergias, distrofia muscular de Duchenne, fibrosis
quistica, trastornos inmunolégicos, cardiovasculares, neuroldgicos, hepaticos, sanguineos,
oculares e infecciones virales.

ABSTRACT

This final degree project is a bibliographical review on the current state of gene editing. The
CRISPR/Cas9 editing technique opens a world of possibilities both in the field of biology and,
especially, in medicine. The main lines of research are highlighted, which, derived from it, are
currently being carried out by the scientific community.

CRISPR/Cas (Cas nuclease-associated regularly interspaced short palindromic repeats) is
currently the most prominent gene editing tool. His discovery is the result of a symbiosis of various
studies on the mechanisms of acquired immunity of bacteria and archaea against phages and
plasmids that attack their DNA. Bacteria, as these studies have shown, defend themselves by
incorporating genetic material from their invaders to establish immunity against future attack by
them. Subsequent recognition is done by crRNA and is degraded by nucleases called Cas.
Subsequently, the possibility of transforming this natural defense into a gene editing technique
was deduced.

The discovery of this editing technique is mainly due to two women, Emmanuelle Charpentier,
director of the Max Planck Unit for Pathogen Science in Berlin (Germany) and Professor Jennifer
A. Doudna, from the University of California at Berkeley (United States).



The CRISPR/Cas9 technique, by applying these principles, makes it possible to silence, add,
activate, and change genes or specific sequences thereof. Since then, a multitude of applications
have been developed in areas such as biotechnology, medicine, agriculture, and an endless
number of fields. We are facing the greatest scientific revolution of the decade and possibly of the
current century. CRISPR-Cas9 can also be applied to generate genetically inhibited animal
models for drug discovery and development.

This paper analyzes the therapeutic potential of the CRISPR-Cas9 system against various
genetic disorders, including cancer, allergies, Duchenne muscular dystrophy, cystic fibrosis,
immunological, cardiovascular, neurological, hepatic, blood, eye, and viral infections.

2. PALABRAS CLAVE (KEY WORDS)

e CRISPR/Cas, secuencias CRISPR, Cas9, ARN guia, edicion del genoma, terapia génica.
¢ CRISPR/Cas, CRISPR sequences, Cas9, guide RNA, genomic editing, gene therapy.

3. OBJETIVOS

El principal objetivo del trabajo presente es, en primer lugar, describir someramente los sistemas
de edicién de genes, en particular el Crispr-Cas9 y destacar sus aplicaciones especialmente en
el campo de la medicina. Se pretende sefialar los hitos cientificos en que se ha basado la edicién
génica y cudles son los estudios, ensayos y terapias destacadas que se estan desarrollando
hasta el dia de hoy, describiendo su funcionamiento y logros.

4. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6é una revisién bibliografica de articulos cientificos a través de la busqueda en revistas
cientificas como Science, Cell, Nature; y bases de datos como PubMed y Google Scholar
principalmente referidas a los ultimos afios. También se ha consultado la bibliografia citada en
los articulos consultados.

5. BASES PARA LA EDICION GENETICA

El genoma se compone de una molécula llamada acido

desoxirribonucleico o ADN (figura 1) con forma de doble hélice’

7 \Q que esta constituida por cuatro bloques de construccion

Acldo dosoxirribonucleico (ADN) ¥ conocidos como “nucleétidos. Son unos grupos quimicos

conocidos como “bases” (adenina, guanina, citosina y timina)

y que forman las letras del ADN (AGCT). Los organismos de la

misma especie comparten los mismos genes y por ello la
mayor parte de la secuencia de estas letras.

Las instrucciones contenidas en el ADN son transformadas en
proteinas mediante una molécula intermediaria conocida como
“acido ribonucleico” o ARN. El ARN se forma a partir del ADN
mediante un proceso llamado “transcripcion”. Esta compuesto
Figura 1. Estructura de cadena  POT 4 bases, al igual que el ADN, pero en este caso la timina

de ADN es sustituida por uracilo. Las otras tres bases son iguales
(AGCU)

Los organismos y, por lo tanto, los seres humanos pueden albergar diferentes versiones o
variantes de un gen (cambios en alguna o algunas de las letras del ADN de un gen). La mayoria
de estas variantes no tienen ningln efecto o son responsables de las diferencias que vemos
entre las personas, pero algunas son dafinas y provocan enfermedades (enfermedades
genéticas). Estas enfermedades pueden ser hereditarias o surgir de nuevas mutaciones en el
ADN sin que estas transmitan.



6. EDICION GENICA

La terapia génica se puede definir como el grupo de técnicas que nos permiten introducir
secuencias de ADN o ARN en el interior de las células objetivo con el fin de regular o incluso
suprimir la expresion de una o varias proteinas que hemos relacionado con una enfermedad.
Veamos algunas de las técnicas que se han ido empleando a lo largo del tiempo.

6.1. EDICION GENICA CON VECTOR VIRAL

Consiste en utilizar virus para introducir genes en organismos utilizando la capacidad natural que
tienen estos para insertar nueva informacion genética en el ADN.

Llamamos “transducciéon” a la técnica por la que transferimos ADN externo a una célula
utilizando un vector viral. Los virus que mas se suelen usar en terapia genética como vectores
de transmision son los retrovirus y adenovirus.

6.1.1. PROBLEMAS DE LA TERAPIA GENICA CON VECTOR VIRAL

a) Seguridad: hay posibilidades de que se transfiera sin desearlo un virus patégeno nativo,
se active un virus patégeno existente o se desarrolle un oncogén.

b) Poca efectividad: hay muchas afecciones genéticas que no son causadas por la
ausencia o la ineficacia de un gen.

6.2. EDICION GENICA. RECOMBINACION HOMOLOGA (HDR)

Es un método mas sencillo que el empleo de vectores virales. La técnica consiste en inyectar
directamente en las células el ADN generado en el laboratorio o en sumergir estas mismas
células en una mezcla de ADN y fosfato calcico para que lo absorban.

Cuando insertamos en el genoma, mediante estos procedimientos, muchas copias de un gen,
no se integran de forma aleatoria en los distintos cromosomas que lo forman. Los genes
introducidos tienden a agruparse en una o en pocas regiones del genoma?®. Este proceso se
denomina “recombinacién homdloga” y en él se produce la combinacion del ADN introducido
con el propio de las células editadas, si bien de manera ineficiente.

La recombinacién homdloga permite pegar con mayor precision genes en los lugares que
deseamos del genoma y supone una mejora en comparacion con la aleatoriedad de la insercion
génica con virus. Permite incluso sobrescribir genes defectuosos insertando sanos directamente
en el lugar de la mutacion corrigiendo o reparando estos. Puede utilizarse ademas para inactivar
genes por motivos de investigacion de forma que, apagando estos y observando el resultado, se
pueden averiguar las funciones de estos.

6.2.1. PROBLEMAS DE LA TERAPIA GENICA MEDIANTE RECOMBINACION HOMOLOGA

a) Baja frecuencia con la que se da en los mamiferos, especialmente en los humanos.

b) Recombinaciéon no homdloga, o recombinacion ilegitima, en la que el ADN se integra
aleatoriamente en el genoma y no con precision en su secuencia correspondiente.



6.2.2. MODELO DE ROTURA DE DOBLE CADENA (DSB).

Los profesores Szostak, Rothstein y Stahl para corregir estos problemas publicaron un modelo
en el que el factor determinante que da inicio al proceso de recombinacion homadloga es un corte
en uno de los cromosomas que causa la doble rotura de ambas cadenas de ADNS.

Los extremos de ADN liberados en la

—A = = — zona de corte tienen una alta tendencia a
) .
P &< calher fusionarse con el ADN externo que se le
e el ‘ proporciona (figura 2).
5 G G

T Un cromosoma repara cualquier dafo
copiando una secuencia equivalente del
segundo cromosoma. En este caso, se

‘\‘G ) f ; / reemplaza en el lugar del corte el gen
G|

c ¢ ~ —r defectuoso por la copia que se ha
B . /_ corregido en el laboratorio y que hemos
e introducido.

Figura 2: Modelo de ruptura de doble cadena

6.2.3. PROBLEMAS EN EL MODELO DE RUPTURA DE LA DOBLE CADENA

La precision de corte supone el problema principal ya que, a veces, no se reconoce
especificamente la secuencia de ADN deseada. Por ello, de buscaron enzimas nucleasas en una
cantidad de organismos con el fin de que cumpliesen los siguientes requisitos:

1. Mayor especificidad en el reconocimiento de las secuencias objetivo
2. Capacidad para cortar estas secuencias
3. Posibilidad de reprogramarse para reconocer distintas secuencias

Todas la nucleasas encontradas resultaron incapaces de reconocer secuencias de mas de seis
u ocho letras lo que resultaba insuficiente para efectuar una edicién de manera precisa.

6.3. EDICION GENICA ZFN (Zinc Finger Nucleases)

o

En 1996 se crearon unas endonucleasas quimera
mediante la union de dos proteinas* que cumplian los
requisitos anteriores de especificidad y capacidad de
corte (figura 3).

¢ i)?as
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1. Fok I: una nucleasa encargada de cortar en
el ADN seleccionado, pero sin preferencia por
una secuencia determinada

w q—d—_d—j—o—m——q—m—o‘-—o a T
3

2. Proteinas con dedos de zinc: estructuras
que poseen algunas células eucariotas,
capaces de reconocer ADN mediante unas Nature Reviews | Drug Discovery
extensiones con forma de dedos unidas por Figura 3: Proteina dedos de zinc
iones de zinc

Fusionando el médulo de corte de Fok | con el médulo de reconocimiento de ADN de una proteina
con dedos de zinc se crea una endonucleasa quimera que es capaz de reconocer y cortar el
ADN con precision.



6.3.1. PROBLEMAS EN TERAPIA GENICA DEDOS DE ZINC

a) Enteoria, disefiar ZFN es sencillo mediante la combinacién de diferentes segmentos
de dedos de zinc para que reconozcan la secuencia de ADN que se quiere editar.

b) En la practica, es muy dificil ya que una gran proporcion de las ZFN disefiadas no
reconocen las secuencias de ADN objetivo o son demasiado promiscuas y se dirigen
errébneamente a otras levemente relacionadas con las mismas.

6.4. EDICION GENICA TALEN (Transcription activator-like effector nuclease)

Esa tecnologia fue descubierta en 2009 en proteinas encontradas en Xanthomonas, un género
de bacterias patdgenas de las plantas. Estas proteinas llamadas TALE, son semejantes a las
proteinas con dedos de zinc y estan formadas por multiples segmentos repetidos, cada uno de
los cuales reconoce un area determinada del ADN®.

6.4.1. DIFERENCIA ENTRE DEDOS DE ZINC Y TALEN

TALENSs:

Pl TN | BT |

G| T|T|C|A|C|T|A|T
[ [ | Ic]alalgTiG|a[T]A]

NNGICIG[G[TAIAITIGIAT] Cada uno de los dedos de zinc es capaz de
%nmmnln . P
ALES bl sinole mucleotides reconocer una secuencia de tres letras, por

-a (=7 = §-< el contrario, cada uno de los segmentos de las
ZFNs: TALE reconoce Uunicamente una sola letra de

Foki ADN (figura 4). Luego se organizan esos
G| T|T|C|AIC|T ~NINININ|G|C |G
[T CICiAAIS TIGAIT AN Yicleid]

segmentos, uno tras otro, para reconocer
secuencias mas largas de un gen.

ZFs bind nucleotide triplets
Figura 4: Diferencias en el reconocimiento
TALEN y ZFN

7. EL SISTEMA CRISPR/CAS %\ % % %

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats) (repeticiones palindromicas ‘\‘ \
cortas agrupadas y espaciadas regularmente) es un

término que hace referencia a una region del ADN

bacteriano.

\
\
\
\
\
A

gemm—

Figura 5. Rombos y cuadrados

Son secuencias de ADN bacteriano que contienen fragmentos del ADN de virus que han atacado
a dichas bacterias. Estos fragmentos (memorias moleculares) son utilizados posteriormente por
la bacteria para detectar y proceder a la destruccion del ADN de virus semejantes cuando atacan
de nuevo la bacteria. Se representan graficamente con rombos y cuadrados (figura 5).

¢ ROMBOS son las repeticiones cortas: son fragmentos de ADN bacteriano de
aproximadamente 30 nucledtidos de extension con la misma secuencia. El término
“repeticiones palindrémicas” significa que se leen igual en una direccion u otra, como
“luz azul” o “zorra y arroz”. Cada una de estas secuencias de nucleotidos esta formada
por una primera tanda de bases seguida por una segunda tanda de bases
complementarias a las primeras ordenadas al revés. Ello permite el plegamiento y

apareamiento de dichas bases una vez trascrita la secuencia a ARN (forman una especie
de “horquilla”).




Las repeticiones palindromicas NO estan presentes en el sistema Cas9. En vez de un tnico ARNcr que
forma pares de bases en su interior (formando esa horquilla), el ARNcr de Cas9 forma pares de bases
con un segundo ARN denominado ARNtracr.

e CUADRADOS son las secuencias espaciadoras: Se encuentran intercaladas de
forma regular entre las repeticiones cortas del ADN bacteriano. Son pequeiios
fragmentos del ADN del fago del virus que ataco a la bacteria. Cada secuencia es
diferente. Los espaciadores se transmiten a las siguientes generaciones y con ello la
inmunidad. Son las denominadas “memorias moleculares” anteriormente descritas.

Las series de rombos y cuadrados estadn agrupadas en una region del cromosoma, la “matriz
CRISPR o matriz de espaciadores repetidos”, no distribuidas aleatoriamente por todas partes.

Los sistemas CRISPR estan formados por una matriz CRISPR y una serie de genes asociados,
los genes Cas. La proteinas Cas codificadas por estos genes son las encargadas de ejecutar la
respuesta inmunitaria.

7.1. FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA CRISPR EN UNA BACTERIA

Cada vez que una bacteria con sistema CRISPR-Cas es atacada por un fago, mediante un
proceso denominado adquisicion o adaptacién, incorpora un nuevo espaciador a la matriz
CRISPR. El numero de espaciadores es variable. Estas bacterias pueden poseer diversas
combinaciones o grupos de genes Cas, constituyendo cada uno de ellos un sistema CRISPR
distinto, pudiendo coexistir varios sistemas en una misma bacteria.

Cada grupo de genes Cas codifica para una serie de proteinas Cas que desempefian funciones
diferentes, pero con fin comun. La proteina Cas1 es la responsable de incorporar nuevas
secuencias espaciadoras en las matrices CRISPR siendo comun a todos los sistemas CRISPR.

Bacteriophage

R4S LR R R a8

o— Casl-Cas2 l
DOV PV pre-crRNA M _E_WE_

Viral DNA

\?
T oToT  OVODL Cas protein(s) —\ / CrRNA
¢ CRISPR array E_ E
B R4S R R R 3 v
New spacer
Institute | C| pedi Innovative Genomics Institute | CRISPRpedia
Paso 1 Paso 2:
surveillance 2 Paso 1: El espaciador es adquirido por la bacteria.

Reinfection

Paso 2: Se transcribe la matriz CRISPR en una
molécula larga de ARN y posteriormente se corta en
trozos mas cortos conteniendo un tnico espaciador.

Paso 3: Los “compuestos de vigilancia” portan guias
de ARNCcr y tienen la misién de buscar secuencias
viricas idénticas que eliminar. Al cortar el genoma del
fago evitamos su replicacion y la infeccién se detiene.

ios Institute

Figura 6: sistema CRISPR en esquema



7.1.1. FASES DEL SISTEMA DE INMUNIDAD CRISPR:

a)

b)

FASE PRIMERA. ADQUISICION DEL ESPACIADOR POR LA BACTERIA.

Las proteinas Cas1 y Cas2, capturan trozos de ADN del fago atacante y lo insertan
como un nuevo espaciador en un extremo de la matriz CRISPR. A continuacion, el
sistema CRISPR afiade una nueva repeticion corta de ADN en su matriz de forma que
cada uno de los nuevos espaciadores se halla entre esas secuencias repetitivas dando
origen a una “memoria molecular’ de los contactos con fagos de la bacteria (figura 6).

FASE SEGUNDA: BIOGENESIS DE ARN CRISPR (ARNcr)

Las “memorias moleculares” son transformadas en moléculas de ARN para asi poder
reconocer nuevos fagos que infecten a la bacteria. Se sintetizan diversas copias de estas
memorias que constituyen lo que denominamos ARN CRISPR (ARNcr). Durante el
proceso de sintesis del ARNcr, se transcribe toda la secuencia de espaciadores y
repeticiones cortas que componen la matriz CRISPR. Como resultado, se crea un ARN
muy largo llamado ARN precursor CRISPR (pre-ARNcr). Para que ese ARN transcrito
sea funcional, el ARN precursor es cortado en porciones mas pequefias por las proteinas
Cas. Cada uno de estos fragmentos contiene un espaciador y se denomina ARNcr.

FASE TERCERA: INTERFERENCIA

Es el proceso por el que se destruye el ADN del fago atacante interfiriendo o deteniendo
su ciclo vital. Este proceso a su vez tiene unos pasos:
Primero: Una o varias proteinas Cas unidas a un ARNcr forman un “complejo
de vigilancia’.
Segundo: Este complejo busca secuencias complementarias a la del ARNcr,
que actua como guia, en el ADN introducido por el fago. La secuencia del ADN
del fago que coincide con la del ARNcr se denomina protoespaciador
Tercero: Se emparejan las bases del ARNcr y los protoespaciadores (ADN del
fago) y a continuacion, las proteinas Cas del complejo de vigilancia cortan el
ADN del fago impidiendo su replicacion y deteniendo la infeccion.

En el caso de que el ADN del fago no sea reconocido el sistema no es efectivo.

7.1.2. IMPORTANCIA DEL PAM

La destruccidon de estos genomas depende de unas secuencias cortas de ADN denominadas
PAM (protospacer adjacent motif) adjuntas al protoespaciador del ADN del fago, pero que no
estan en las matrices CRISPR bacterianas y por ello, estas no son destruidas. El papel de los
PAM ponemos como ejemplo el sistema CRISPR-Cas9, ilustrado en la figura 7.

Bacteriophage

Figura 7: Unicamente son
seleccionadas por los complejos de
vigilancia las secuencias de ADN que
presentan PAM. A la izquierda se
puede apreciar el sistema de Tipo Il.
Cas9 es la encargada de guiar a
Cas1 y Cas2 para que adquieran
nuevos trozos de ADN del fago que
contienen la sefial PAM (NGG) y asi
puedan afiadir un nuevo espaciador
a su matriz CRISPR.

oy, PR IVIVIVIV VI

Viral DNA NGG >—PAM AN

(foreign) l ‘f&u%
) e @ K \

CRISPRarray< WV R g S\ R R R W Target cut ’

(self) /
’\ é No PAM, no binding

) PAM identified,
d target bound




7.1.3. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS SISTEMAS CRISPR.

a) ADQUISICION: Es casi idéntico en los distintos sistemas con algunas diferencias en las
proteinas que colaboran con Cas1 y Cas2. Estas proteinas pueden pertenecer a la
familia de las Cas o ser otras diferentes con funciones distintas en el organismo. Algunos
sistemas pueden incluir, ademas de ADN, ARN en los espaciadores nuevos.

b) BIOGENESIS DE ARNcr: En el proceso de troceado del ARN precursor CRISPR pueden
estar implicadas unas proteinas Cas especificas o hacerlo directamente las proteinas
Cas con la funcién de cortar el ADN del fago durante la interferencia. Ademas, pueden
colaborar otras proteinas de la bacteria que tengan otras funciones. De la misma forma,
los ARNcr encargados de guiar a los complejos de vigilancia pueden ser distintos o
incluso requerir de otros ARNs para ejecutar su funcion correctamente. Un ejemplo de
esto es el sistema CRISPR-Cas9, que ademas requiere de un ARNcr y un ARNtracr
(trans-activate)

c) INTERFERENCIA: Presenta la mayor variabilidad entre los sistemas y sirve para
clasificarlos. Se han descrito tres grupos de sistemas con multiples divisiones en funcion
de los genes cas que intervienen y dependiendo si pueden destruir solo ADN o también
ARN. Cada sistema suele reconocer PAMs distintos al resto. Nos centraremos en los
dos principales (figura 8):

Tipo I: el complejo de vigilancia se compone de muchas proteinas Cas distintas
que denominamos “Cascade” (CRISPR-associated complex for antiviral defense).
Puede destruir el ADN del fago de forma directa o de forma indirecta, mediante la
activacion de proteinas secundarias de corte (nucleasas).

Tipo II: el complejo de vigilancia se compone de una sola proteina, que localiza y
destruye las dianas.

Habilidades de corte Variedad de efectores

o Requisitos PAM
DI VT VLIV ATDITVITVOVL
v © ©

@ Estructura
del ARN guia E O™ ™ e
Componentes multiples

Componente Gnico

© Corte de ADN

Diversidad de @ Complejo de vigilancia

DIVITVIVL sistemas CRISPR
© Corte de ARN
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Figura 8: En la imagen podemos apreciar las peculiaridades de los distintos sistemas segun como se
compone el complejo de vigilancia, la capacidad de cortar y la forma en que es destruida la secuencia

La mayor diferencia est4 en la FORMA DE DESTRUCCION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS. Los
sistemas de tipo | poseen la enzima Cas3, que corta el ADN diana en distintos puntos. En los
sistemas de tipo Il es Cas9 la que corta el ADN en un unico punto y en el mismo nivel en ambas
hebras de ADN. Por ultimo, algunos sistemas CRISPR ejecutan multiples cortes no solo en el
objetivo sino también en las zonas adyacentes al mismo. Suelen coexistir distintos sistemas
CRISPR dentro de una misma bacteria. De esta forma, si uno falla en su funcién, los otros
entraran en accion (figura 8).



8. EDICION GENICA CON CRISP/CAS 9

El sistema CRISPR-Cas9 es una herramienta que sirve para editar génicamente cualquier
organismo. Esta compuesto tanto en la forma de inmunidad natural como en la de edicién génica
por los siguientes elementos:

a)
b)

La proteina Cas9 que ejerce la funcion de “tijera molecular” cortando el ADN
Un ARN guia; una molécula con posibilidad de programarse para buscar distintas dianas
y que sirve de guia para llevar a Cas9 hasta la region del ADN que se quiere seccionar.

Su efectividad, tanto en su forma natural como en la de edicion génica, depende de la capacidad
de reconocimiento del ARN guia y de corte de Cas9.

8.1. DIFERENCIAS ENTRE INMUNIDAD NATURAL Y EDICION

a)

b)

ENTREGA: El sistema CRISPR-Cas9 no se encuentra de forma natural en todos los
organismos. Las plantas, los humanos y muchos organismos carecen de €l y debe
introducirse dicho sistema de forma artificial en el interior de estos. Para ello se utilizan
plasmidos en bacterias, agrobacterias en plantas, microinyeccion de évulos o embriones
en modelos animales y procedimientos quimicos, virus adenoasociados, incluso
particulas de oro conjugadas con ADN o electroporacién en células humanas.

COMPOSICION DEL ARN GUIA:

En la naturaleza la guia de ARN esta formada por dos componentes que constituyen el
denominado ARN de doble guia (ARNdg):

a. ARN CRISPR (ARNcr): que determina el lugar en que Cas9 hara el corte.

b. ARN CRISPR trans-activante (ARNtracr) o ARN trazador: Una porcion
de la guia que funciona como un “mango” y que utiliza Cas9 para unirse a
ARNcr. Su funcion es estructural. De esta forma el ARNcr se aparea con
la secuencia ADN diana.

En la edicion genética se han fusionado los dos componentes en una molécula
denominada ARN de guia unica (ARNsg). De esta forma, tan solo se necesita producir
un unico ARN para la edicién de una secuencia concreta de ADN.

EDICION EN CELULAS PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

Las células eucariotas guardan su ADN en el interior del nucleo y por ello se debe
atravesar una doble barrera, la membrana celular y la nuclear. Se ha de proporcionar a
la proteina Cas9 una sefal de localizaciéon nuclear (NLS) que indique a la célula la
necesidad transportar la enzima dentro del nucleo. El material genético en las células
eucariotas presenta una conformacion mas compleja debido a la existencia en ellas de
las histonas, unas proteinas entorno a las que se pliega el ADN y que dificultan la accion
del CRISPR-Cas9.

Para afrontar esta dificultad, es posible usar una Cas9 modificada, la dCas9. La dCas9 es capaz
de fusionarse con una enzima que afiade grupos acetilo a la cola de las histonas, la acetilasa.
Esto sirve como una sefias que hace que se “abra” el ADN posibilitando asi la transcripcion de
este, o en este caso el acceso del sistema CRISPR-Cas9.

dCas9: es una enzima Cas9 mutada es capaz de localizar dianas de ADN de fago, sin embargo,
no es capaz de cortarlas. Ambos dominios de la nucleasa dCas9 presentan mutaciones. Resulta
posible unir proteinas que tengan varias funciones a dCas9.
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En los organismos procariotas, la dificultad de la edicion reside en que estas células
tienen sistemas de reparacion arcaicos. Por ello, es frecuente que los cortes efectuados
con CRISPR acaben desencadenando la muerte de la célula en vez de su edicion. Para
solucionar eso, pueden utilizarse variantes de CRISPR que corten tan solo una de las
hebras. Algunos ejemplos son los editores de bases y CRISPRI.

Editores de base: técnica de edicion génica que usa la herramienta CRISPR para modificar
letras concretas del ADN sin romperlo.

CRISPRI: forma de inhibicion con CRISPR. Es un método de modulacion de la expresion génica,
en este caso de forma negativa, reduciendo la cantidad de productos proteicos sintetizados a
partir de dicho gen.

9. BREVE HISTORIA DE UN DESCUBRIMIENTO

9.1. PRIMEROS PASOS

YOSHIZUMI ISHINO de la Universidad de Osaka fue el primer investigador que al secuenciar un
gen de la bacteria E. coli encontré cinco segmentos de ADN iguales entre si intercalados con
otras secuencias de ADN de apariencia normal a los que llamé espaciadores, aunque no fue
capaz de descubrir el sentido bioldgico de estas secuencias® (figura 9).

hT’}\AATCCC&G(‘-CAC‘FK‘TACCGPM:W‘.(‘(‘.(‘MWCAAG‘NIATATC" ATCATCCCATCCAGTGCGCC (1,451)

(1,452)
(1,%1))
(1,5740)
(1,615)

CONSeNKuUS:

COGETTTATCCCCGOTGATGCGLGGAAC ACCAGC GTCAGGCGTGAAMTC TCACCGTCGTTCE (1,512)
COGTTTATCCCTGCTGOCGCGGGGAACTCTC GOTTCAGGCGTTOGC AAACCTGOCTACCGRG (1,57
COGTTTATCCCCOCTAAMCGCGOGGAACTCGTAGTCCATCATTCCACCTATCTCTGAACTCE (1,634)
COCTTTATCCCCOCTCOCOGCGOOCANCTCG (1,664)

carrnucccccmﬁcccmmnm

Figura 9: Estructura encontrada por Ishino con las repeticiones descritas

FRANCISCO MOJICA, en un estudio sobre las arqueas en medios muy salinos detect6 catorce
secuencias idénticas de ADN, repetidas en intervalos regulares y palindromos, es decir, que se
leen igual en ambos sentidos. En 1995 publicé un articulo en la revista Microbiologia Molecular
usando el término “repeticiones en tandem”, relacionandolas con la replicacion celular’

H.volcanii
H.mediterranei
M. jannaschii
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S.solfataricus
P.abyssi (B)
P.abyssi (A)
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A.pernix (B)
A.pernix (A)
T.maritima
A.aeolicus
E.coli

S. typhi
Y.pestis
C.difficile

M. tuberculosis
C.jejuni
Anabaena sp.
Calothrix sp.
Mitochondria (V. faba)
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Figura 10: Repeticiones halladas por Mojica (Figura 10).

Posteriormente se le ocurrio el nombre de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) que actualmente es el empleado con caracter general. Observé que las
bacterias con secuencias espaciadoras de CRISPR eran inmunes a la infecciéon de virus que
contaban con esas mismas secuencias, mientras que las que no las tenian no. Cuando atacaban
nuevos virus, las bacterias que sobrevivian incorporaban parte del ADN de aquellos,
transmitiendo a sus descendientes la inmunidad adquirida frente a estos. El estudio de Mojica
fue publicado en un articulo que se publico en el Journal of Molecular Evolution en 2005.°
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Mojica y otros grupos de investigadores, paralelamente, descubrieron que muchos de los
espaciadores en CRISPR eran réplicas del ADN de virus bacterianos conocidos y que habia
correlacion inversa entre el numero de secuencias de ADN similares al ADN viral en las CRISPR
de una bacteria y el nUmero de virus que podian infectar esa bacteria. Esto apuntaba a CRISPR
como parte de un sistema inmune de arqueas y bacterias que les permitia combatir a los virus.

En este sentido otro equipo de investigadores en 2006 publicé un articulo sugiriendo que CRISPR
era el equivalente bacteriano del ARN interferente. Segun este estudio el sistema CRISPR-Cas
(CASS) funciona como una vacuna'®.

»  “El analisis genémico comparativo de los genes CRISPR y cas conduce a la hipdtesis de que el
sistema CRISPR-Cas (CASS) es un mecanismo de defensa contra los fagos y plasmidos invasores
que funciona de manera analoga a los sistemas de interferencia de ARN eucariota (ARNi)”

Posteriormente en un articulo publicado en Science en 2008 se probd que las moléculas de ARN
estaban involucradas en la defensa antiviral de CRISPR'' coordinando las fases de
reconocimiento y destruccion en la respuesta antiviral de las bacterias y que esto era comun a
distintos microorganismos, indicando cierta universalidad. En el articulo mostraban la manera en
que se producian las moléculas de ARN de CRISPR en la célula:

1. La bacteria transformaba la serie entera de CRISPR en cadenas largas de ARN
coincidentes con la secuencia de ADN de CRISPR, letra por letra.

2. Una enzima las troceaba en cadenas mas cortas de longitud uniforme y cuya unica
diferencia era la secuencia de los espaciadores.

De esta forma estas largas cadenas daban lugar a una serie de cadenas cortas que se
almacenaban en una especie de biblioteca demostrando que el ARN de CRISPR desempefia un
papel esencial en el sistema inmune bacteriano.

9.2. CRISPR. DESCIFRANDO EL CODIGO
Conocido todo lo anterior, los siguientes retos fueron averiguar:

1. Laforma en que las bacterias adquieren trozos de ADN del genoma del fago y los afiaden
con precision entre las repeticiones de CRISPR

2. Como las largas cadenas de moléculas del ARN producidas a partir de CRISPR en la
célula se convierten en trozos mas pequefios que contienen una uUnica secuencia
coincidente con la del virus.

3. Como un trozo de ARN puede aparearse con el ADN semejante del fago y destruirlo.

Para responder a estas cuestiones otro equipo de investigadores demostré en 2010 que el ADN
del fago reconocido por el sistema CRISPR era cortado justo en la secuencia que coincidia con
la del ARN de CRISPR'" y que destruir el fago en la bacteria dependia de que estuvieran
presentes ciertos genes cas especificos.

Se determinaron dos grupos principales, que han sido expuestas anteriormente, si bien hoy se
cuentan tres:

o CRISPR-CAS DE TIPO I: En los sistemas bacterianos E. coli y P. aeruginosa
necesitaban muchas proteinas Cas para reconocer el ADN del fago y otra
llamada Cas3 para destruirlo.

o II. CRISPR-CAS DE TIPO IlI: encontrado en S.thermophilus (bacteria del
yogur), una enzima cortaba el ADN distinta que Cas 3 en el punto exacto en que
coincidian las letras del genoma virico con las letras del ARN de CRISPR aunque
en ese momento no estaba identificada.
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9.3. EMMANUELLE CHARPENTIER

Presento en 2011 un articulo en la revista Nature sobre el sistema inmune CRISPR de Tipo I
en una bacteria llamada Streptococcus pyogenes'3. En él intentaba determinar la forma en que
el sistema CRISPR de Tipo Il de Streptococcus pyogenes cortaba el ADN viral. Su investigacion
apuntaba un gen llamado csn1 (Cas9) que resultdé ser un elemento clave de la fase de
destruccion del ADN durante la respuesta inmune de los sistemas CRISPR de Tipo Il (figura 11).
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Figura 11: Csn1 y ARNtracr en el articulo de Emmanuelle Charpentier

En el incluia el ARN de CRISPR y ademas un segundo tipo de ARN (ARNtracr) necesario para
producir los ARN de CRISPR en S. pyogenes, observando como Cas9 cortaba el ADN usando
estas dos moléculas de ARN.

Determiné Charpentier que estas cadenas de ADN resultaban cortadas en la misma posicion
relativa respecto a la del ARN de CRISPR y observé ademas como las moléculas del ARN de
CRISPR y ARNtracr se mantienen invariables y por tanto la proteina Cas9 puede utilizarlas
repetidamente para determinar la secuencia que debe cortar.

9.4. EL EXPERIMENTO DE JENNIFER A. DOUDNA Y EL ARTICULO CONJUNTO

Esta investigadora utilizé un gen de medusa llamado «proteina verde fluorescente» (en inglés
Green Fluorescent Protein, (GFP). Su equipo generd con cinco secuencias distintas de 20 letras
otras tantas moléculas de ARN coincidentes con ellas. Prepararon la guias de ARN y una vez
incubados con Cas9 y con el ADN de GPT, este fue cortado en los sitios programados'.

Tras este experimento redacto junto a Emmanuelle

Charpentier un articulo de investigacion publicado Casd programmed by criNAdtracrRNA duplex

en la revista Science en 2012. El articulo se centr6 en ) /""""s"f:,;
explicar la funcién de CRISPR en la defensa antiviral - N

de S. pyogenes proponiendo una metodologia % )f”””'”'
alternativa basada en Cas9 programada por ARN o LT

para la deteccion de secuencias especificas de ADN p— =

y la edicién del genoma’™. D) —— recrina

En el articulo se detalla como en los sistemas
CRISPR/Cas de tipo Il, Cas9 se guia por una
estructura de dos ARN formada por tracrRNA y
crRNA o bien mediante un ARN quimera unico para
escindir el ADN en el sitio especifico (figura 12).

Este hallazgo les hizo merecedoras del premio Nobel
de medicina en 2020.
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10. CRISPR EN MEDICINA

La utilizacion de la técnica CRISP en medicina pasa en primer lugar por crear modelos celulares
y animales con enfermedades de tipo genético, estudiarlos fisiopatolégicamente y de esta forma
poder llegar a plantear posibles terapias génicas en ellos.

10.1. INTERVENIR EN CELULAS SOMATICAS O EN GERMINALES

» Las células germinales son aquellas cuyo genoma es hereditario y constituyen la linea

germinal de cada organismo. Se incluye en ellas a los progenitores de células sexuales
maduras, asi como a las células madre del embrién en las primeras fases del desarrollo

Las células somaticas son el resto de las que tenemos en el organismo y cuyo ADN no
se transmite a la descendencia. Aunque todas las células posean una mutacién de ADN
causante enfermedad, los sintomas se manifiestan habitualmente solo en aquellos
tejidos donde la funcién normal del gen mutado es mas importante. Eticamente, su
edicion es menos conflictiva, aunque esto supone una complejidad mayor.

10.2. EDICION GENICA IN VIVO Y EDICION GENICA EX VIVO

IN VIVO: CRISPR es administrada de forma directa al paciente en un punto concreto de
su cuerpo para que realice su cometido. El vector de administracion suele ser un virus
que generalmente ha sido disefiado en laboratorio con la funcion de transportar ADN,
pero sin infectar al huésped. EI mas empleado es el virus adeno-asociado (AAV)

EX VIVO: las células se extraen del paciente, son editadas fuera del cuerpo y luego se
reintroducen en él. La terapia ex vivo resulta un método mas sencillo de llevar a cabo y

pueden ser sometidas estas células a un analisis de control de calidad mas riguroso.

10.3. EL PELIGRO DE LAS MUTACIONES NO DESEADAS

Detection of Cas mistakes by whole-genome sequencing
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Figura 13: identificacién de “mismatches”

Los sistemas CRISPR-Cas como herramienta
programable de edicibn gendmica tienen un
obstaculo, la escisién del ADN fuera del objetivo
que puede generar mutaciones no deseadas,
conocidas en inglés como “off-target”.

La especificidad de CRISPR/Cas9 es definida por
la capacidad de reconocer una secuencia de 20
nucleétidos guiada por el sgRNA en el ADN del
fago y sus PAM adyacentes. Se pueden tolerar un
maximo de tres errores en el emparejamiento
(conocidos como “mismatch”). Si se supera esta
cifra se pueden dar efectos “off target” (Figura 13).

Es un problema relevante en la aplicacion clinica de CRISPR pues incrementa el riesgo de
mutagénesis y la aparicion de efectos adversos especialmente la activacion de oncogenes en
las células. Estas mutaciones en el ADN resultan irreversibles y pueden hacerse permanentes al
reproducirse esta primera célula editada. Para evitarlo se ha desarrollado una variedad de
variantes de Cas9 de alta fidelidad con mayor especificidad en el sgRNA para poder efectuar
cortes con mayor precision y mejoras en los sistemas de entrega de CRISPR-Cas.
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10.4. INVESTIGACIONES EN ENFERMEDADES HUMANAS
10.4.1. CANCER.

El cancer es una de las principales causas de morbimortalidad. Su origen son las mutaciones
de ADN, heredadas o adquiridas a lo largo de la vida y que resultan ocultadas en cantidad de
mutaciones sin responsabilidad en la enfermedad.

Actualmente CRISPR esta contribuyendo directamente en el tratamiento del cancer y como
sistema de apoyo a otras terapias existentes. Para ello se deben identificar objetivos moleculares
especificos con el fin de disefiar medicamentos que combatan los genes causantes de que las
células malignas proliferen con el fin de inducir la apoptosis en las células tumorales. Se trata de
localizar mutaciones que incapaciten el cancer y sirvan de diana en tratamientos de quimioterapia
cuyo inconveniente suele ser la falta de orientacion especifica y la resistencia a los farmacos
quimioterapéuticos.

Se muestran varios articulos cientificos relacionados con la investigacion del cancer utilizando la
técnica CRISPR:

1. Elsistema CRISPR-Cas9 se puede usar para eliminar el gen de la leucemia de células
mieloides-1 (MCL-1), de la familia de genes del linfoma de células B2 (BCL-2) y en
células de linfoma de Burkitt humano (BL) para la induccién de la apoptosis en las células
BL en modelos de raton'® ya que MCL-1 interfiere en la apoptosis.

2. Las quinasas dependientes de ciclina (CDK) son reguladores esenciales del ciclo
celular. Por ello, la activacion desregulada de las CDK puede conducir a la aparicion de
tumores. Hay varios ensayos sobre el silenciamiento de distintos genes CDK

e gen CDK11 en el tratamiento del osteosarcoma humano in vitro."".
o gen CDKT7 en el tratamiento de células de cancer de mama triple negativo en
un modelo de raton’®.

3. La resistencia a los farmacos quimioterapéuticos depende de un gen implicado en
resistencia a multiples farmacos (MDR) y que codifica para la glicoproteina P de la
bomba de salida de membrana. La sobreexpresiéon de MDR es responsable de que no
entren o salgan los medicamentos quimioterapéuticos contra el cancer en las células. Se
ha podido comprobar que la eliminacion de MDR mediada por CRISPR-Cas9 en lineas
celulares de osteosarcoma humano in vitro restaura la sensibilidad hacia los farmacos
quimioterapéuticos'®.

4. SHC La proteina de unién al dominio SH2 1 (SHCBP1) perteneciente a la familia de
homologos de colageno es fundamental para la regulacion de la proliferacion
celular. Dado que existe sobreexpresion del gen SHCBP1 en varias enfermedades,
especialmente el cancer, puede ser un objetivo terapéutico potencial, asi como un
biomarcador de diagnostico adecuado para el cancer. Se ha demostrado que la
desactivacion del gen SHCBP1 mediada por CRISPR-Cas9 podria inhibir la proliferacion
de células cancerosas e inducir la apoptosis en células de cancer de mama?®.

5. La familia de genes tipo Kelch (KLHL) codifica un grupo de proteinas que estan
relacionadas con varias enfermedades humanas, junto con el cancer. La inactivacion
mediada por CRISPR-Cas9 del gen Kelch que contiene el dominio 4 (KLHDC4) en una
linea celular de carcinoma nasofaringeo inhibe considerablemente la migracién y el
crecimiento de las células cancerosas, e induce la apoptosis tanto en modelos in
vitro como in vivo?'.

6. La tecnologia CRISPR-Cas9 también se utiliza para generar modelos de ratén con
leucemia mieloide aguda (LMA) con un sistema de lesiones genéticas combinatorias
al inducir multiples mutaciones en los genes, asi como factores de transcripcion y
sefializacion de citoquinas en las células madre hematopoyéticas de ratones??.
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10.4.1.1. INMUNOTERAPIA Y CRISPR (CANCER)

LEUCOAFERESIS LABORATORIO ESPECIALIZADO INFUSION VENOSA

Linfocitos T se extraen Las células T son modificadas genéticamente Millones de CAR-T se le
de la sangre para reconocer células cancerigenas infunden al paciente

Las CAR-T se multiplican, son congeladas
o~
‘/:J\/" y enviadas al hospital

CAR-T t

) ok
< )

Las CAR-T propias atacan a las células
cancerigenas comenzando su erradicacion

Figura 14: inmunoterapia Crispr

Es una de las principales lineas de tratamiento del cancer y requiere la generacion de células T
modificadas genéticamente, disefiadas para atacar el cancer especifico de un paciente mediante
un proceso que se conoce como “transferencia celular adoptiva” (figura 14). Los ensayos
clinicos se han centrado en las terapias de células T con receptor de antigeno quimérico (CAR) y
con receptor de células T modificado genéticamente (TCR).

Destacamos dos medicamentos que se estan utilizando actualmente en terapia clinica en
humanos. Son los medicamentos Tisagenlecleucel o Kymriah y el Axicabtagén ciloleucel
(axi-cel) o Yescarta. Ambos se producen a partir de las células T (células del sistema
inmunitario) del paciente. El procedimiento consiste en agregar el gen de un receptor de antigeno
quimérico (CAR) a las células T, dando lugar a las llamadas “células T con CAR” que se
producen en grandes cantidades y se administran al paciente por infusion. Esto resulta oneroso
y suele ser comun la linfopenia en el paciente. La fabricacion de células T universales “off-the-
shelf’.es uno de los mayores retos hoy de la inmunoterapia.

Como las células T tienen un gen receptor natural, es necesario inactivarlo para que el nuevo
“receptor” sea util. Aqui es donde actua CRISPR, noqueando el receptor original y, por lo tanto,
dejando un hueco para el nuevo receptor con capacidad de encontrar el cancer. El receptor CAR
se dirige contra la proteina CD19, que se encuentra en algunas células leucémicas y de linfoma
lo que ayuda al sistema inmunitario del cuerpo a destruir células cancerosas.

Se destacan los siguientes ensayos:

1. El tratamiento con el medicamento Tisagenlecleucel o Kymriah para ciertos tipos de
leucemia linfoblastica aguda de células B de personas de 25 afios 0 menos®.

2. Ensayo de fase 1 con Axicabtagene ciloleucel (axi-cel) o Yescarta que demostro
eficacia en pacientes con linfoma de células B grandes refractario después del
fracaso de la terapia convencional?.

3. Tratamiento para los pacientes con linfoma difuso de células B grandes que es
refractario a las terapias primarias y de segunda linea o que han recaido después de un
trasplante de células madre y tienen un mal prondstico. La terapia de células T con
receptor de antigeno quimérico (CAR) Tisagenlecleucel o Kymriah se dirige y elimina
las células B que expresan CD19 y demostré eficacia contra los linfomas de células B
en un estudio de fase 2%.

CRISPR se esta utilizando asimismo como herramienta de deteccién para identificar con
exactitud qué tipo de cancer tiene un paciente disefiando herramientas diagnésticas basadas en
la CRISPR que se puedan aplicar en tumores para identificar con facilidad las secuencias de
ADN que estén asociadas a los diversos tipos de canceres.
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10.4.2. ALERGIAS Y TRASTORNOS INMUNITARIOS
La herramienta CRISPR/Cas9 permite logar diferentes objetivos (Figura 15):

Gene Knockout o “noquear genes”: inactivacion de un gen o genes concretos. Esto es Util
a la hora de generar organismos knockout, es decir, que presenten dicho gen inactivado y
que por tanto sirven como modelo para estudiar la expresion y la funcion del gen “noqueado”.
Realizar edicion de bases concretas en la secuencia

Realizar inserciones de secuencias en el ADN objetivo

3 ; x ;

i ,\’ +
& / Gene knockout \
sg‘RNA dCas9 \

§ ) — =

Double-strand break \ T
Insertions

Figura 15: Aplicaciones de CRISPR/Cas9

W
w

Point mutation

Cas9 fusion

Figura 16: Fusion de dCas9 con potenciadores o
represores génicos

Es posible modificar Cas9 desactivandolo (dCas9) para que en vez de funcionar como nucleasa
de corte, module la expresion génica. Para ello, dCas9 se puede fusionar con potenciadores
o represores génicos (Figura 16). Mediante este mecanismo es posible redirigir la
diferenciacion de las células T CD4 primarias hacia respuestas T helper 1 (Th1) y T reguladora
(Treg), en vez de hacia el fenotipo de respuesta auxiliar Th2, implicado en los mecanismo de las
alergias con la produccion de IgE y eosindfilos?®. Para modular la direccion de dicha respuesta
inmune es necesario la represién o la induccion de determinados genes implicados en la misma.

CRISPR = IL-4
CRISPR & IL-5
CRISPR = 1L-13

La represion (signo - azul) del gen
GATA 3 (que codifica la proteina
GATAS, un factor de transcripcion
importante en el desarrollo de células
Th2) e

del gen (que codifica para la
proteina FoxP3, factor de transcripcion
importante en el desarrollo de células
Treg), pueden dirigir la diferenciacion

——— > Th2 Response
IgE production
Eosinophilic response

GATA-3

e

CRISPR (=
e

()
'nl'P
x

CRISPR & IFN-y
CRISPR # IL-2

———> ThlResponse
1 Neutrophil activity
PBMC migration

CRISPR # CTLA-4
CRISPR & IL-10
CRISPR # TGF-B

CRISPR + FoxP3
Immune

Suppression

Figura 17: factores transcripcionales y perfiles de
respuesta inmune modulados mediante la herramienta

inmune hacia respuestas Th1 y Treg.
Existen otros genes que codifican para
diferentes factores de transcripcion que
podrian ser también dianas para la
modulacion de la respuesta inmunitaria

CRISPR (Figura 17).

10.4.2.1. EPOC y ASMA

La eliminacion del gen MUC18 o CD146 en células epiteliales de las vias respiratorias nasales
primarias (AEC) humanas reduce el nivel de una interleucina proinflamatoria, IL-8, cuya
respuesta se implica en parte de la patogenia de las reacciones alérgicas y cuya expresion se
encuentra aumentada en los macréfagos alveolares de la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) mediada por infecciones bacterianas o virales o asma®’. Para estudiarlo se
generan poblaciones de células con el gen MUC18 noqueado (células knockout). Después, para
simular una infecciéon microbiana se utilizan agonistas del receptor tipo Toll (TLR). La eliminacién
del gen MUC18 reduce el nivel de interleucina 8 (IL-8) en respuesta a dicho estimulo.
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10.4.2.2. INMUNODEFICIENCIA COMBINADA SEVERA (SCID)

La Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID) puede ser ocasionada por mutaciones en el
gen JAKS entre otros. Esta mutacién ocasiona una disminucién de células natural killer (NK) y
células T circulantes, y cantidades normales de células B que funcionan inadecuadamente.

Mediante el uso de células madre pluripotentes del
paciente inducidas (iPSC) y un sistema de

) diferenciacion in vitro de células T, es posible la
Autologous U correccion de la mutacion JAK3 mediante la

transplantation

herramienta CRISPR/Cas9 (Figura 18) %.

3 e . wms ESto restaura el desarrollo normal de las células
?\? Q?‘”‘ Q“iff”j‘ T, incluida la produccioén de poblaciones de células T
DD @Yt @B irsc maduras con un amplio repertorio de receptores de
células T (TCR). Ademas, la secuenciacion del
genoma completo de las células corregidas no

demuestra modificaciones CRISPR/Cas9 fuera del
figura 18: CRISPR en SCID objetivo.

CRISPR/Cas9

10.4.3. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD)

La DMD es un trastorno ligado al cromosoma X caracterizado por la debilidad de los musculos
proximales. Esta causado por pequefias mutaciones en el gen DMD que provocan ausencia de
la proteina distrofina.

Se ha explorado si CRISPR puede utilizarse para editar eficientemente la mutacion que causa la
muerte temprana de las células musculares en un modelo murino genéticamente destinado a
desarrollar la enfermedad (figura 19). En un ensayo de Long et al. editando este gen, se ha
evitado que los musculos se degeneren, incluso en ratones que albergan solo un pequefo
porcentaje de células corregidas®®. Esto hace patente que la edicion génica CRISPR es capaz
de implementar un método para la correccién duradero para la mutacién genética DMD y de esta
manera cualesquiera otras enfermedades de tipo muscular.

D
g s SOSQRNA Normal myofibers & satellite cells
& { max/Y e—=eeCON (Dmd-positive)

Relmplanlallon

mdx Zygote Fusion of corrected

mx - ’ : e \gatellite cells
Donor Mutant Corrected Mice (mdx-C) ~_ @
* P

Figura 19: Edicion del genoma mediante el sistema  CRisPR/Cas9-mediated =
CRISPR/Cas9 para corregir la mutacion del gen de la germiine editing ey
distrofina (Dmd) en la linea germinal de ratones mdx * myofibers
(modelo ratén de DMD). = ® = - -
2e®e —» - —

Figura 20: La edicion del genoma produjo animales
genéticamente mosaicos que contenian del 2 al 100 %
de correccién del gen Dmd

Dystrophic myofibers & satellite cells Diseased
(Dmd-negative) myofibers

Sin embargo, la edicion mediante CRISPR-Cas9 en esta linea germinal da lugar a organismos
mosaico, portadores de células con ADN alterado y células con ADN inalterado (figura 20). Pese
a que el mosaicismo es intolerable y hace imposible la puesta en marcha de esta terapia en la
clinica, este experimento sienta las bases para el desarrollo de futuras terapias para dicha
enfermedad.
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Organismos mosaico: En condiciones normales, cada una de las células de los organismos presenta
dos copias del genoma, una de cada progenitor. Sin embargo, los embriones modificados mediante
ingenieria génica, por ejemplo, mediante la herramienta CRISPR, presentan alteracion en algunas de las
copias de su material genético. Por tanto, seran portadores tanto de células alteradas como de células
inalteradas. El término “mosaicismo genético”, hace referencia al hecho de que poseen tanto células con
ADN alterado, como células con ADN inalterado. Estos organismos mosaico podran mostrar o no el
rasgo de interés. La transmisién o no del mismo dependera de si sus gametos poseen la version alterada
de material genético, independientemente de que lo expresen fenotipicamente.

10.4.4. TRASTORNOS CARDIOVASCULARES (ECV)

En la actualidad hay varios laboratorios de investigacién que estan utilizando la herramienta de
CRISPR-Cas9 para editar genes involucrados en la ECV. Hasta la fecha lo que se esta haciendo
es crear modelos animales con deficiencias genéticas concretas para ser estudiados.

Gracias a las pruebas genéticas y los analisis bioinformaticos, podemos identificar sujetos
susceptibles a enfermedades cardiacas particulares, aunque en humanos hay limites por el
hecho de que el aislamiento y cultivo de cardiomiocitos humanos primarios para la investigacion
cardiovascular es extremadamente dificil. Se ha demostrado que la tecnologia CRISPR/Cas9 es
eficaz para editar células madre pluripotentes inducidas (iPSC).

Se exponen algunos estudios:
10.4.4.1. HIPERCOLESTEROLEMIA

El gen de la proteina convertasa subtilisina/kexina tipo 9 (PCSK9) y el gen similar a la
angiopoyetina 3 (ANGPTL3) parecen tener un papel importante en la regulacion de la
homeostasis del colesterol. Centrandonos en el primero de los dos, la proteina PCSK9 ejerce
su accion degradando el receptor de LDL a nivel sanguineo impidiendo que estas lipoproteinas
sean incorporadas al interior de las células y ocasionando hipercolesterolemia. Por tanto:

e Laregulacion al alza de los receptores de LDL por mutaciones de pérdida de funcion
del gen PCSK9 ocasiona un descenso en los niveles de colesterol LDL circulante y por
tanto previene de enfermedad coronaria.

e La inhibicion de los receptores de LDL por mutaciones de ganancia de funcion del
gen PCSK9 ocasiona una elevacion en los niveles de colesterol LDL circulante, lo cual
aumentaria el riesgo de hipercolesterolemia y arterosclerosis asociada.

Se ha estudiado la orientacion terapéutica mediada por CRISPR-Cas9 en la edicion del gen
PCSK9 en ratones. Estos estudios han comprobado que es posible crear modelos ratén de
ateroesclerosis mediante la interrupcién del gen del receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LdIr) por medio de la sobreexpresion del gen PCSK9 con el fin de permitir el estudio de dicha
enfermedad®.

Estos estudios de la edicién de PCSK9 en ratones, tienen una relevancia limitada para una
posible terapia de edicion de PCSK9 en pacientes humanos. Por ello recientemente, se han
realizado estudios que han abordado la eficacia y seguridad de la edicién somatica in vivo en
primates no humanos, especificamente monos cynomolgus®'.

Los resultados de dichos estudios en primates difieren en cuanto al nivel de reduccién de
colesterol circulante LDL (desde un 14% a un 60 % de reduccion de las cifras de LDL). Por lo
tanto, parece que el siguiente paso seria la aplicacion de la edicidon en humanos, apagar la
actividad del gen y reducir el nivel de colesterol.
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10.4.4.2. AMILOIDOSIS POR TRANSTIRETINA.

La proteina TTR se expresa en gran medida en los hepatocitos y se secreta en el torrente
sanguineo. TTR funciona normalmente transportando tiroxina y vitamina A en forma de
tetramero. Sin embargo, las formas monoméricas mal plegadas de TTR pueden potencialmente
formar agregados y acumularse dafiando tejidos como el corazén (miocardiopatia) o los nervios
(polineuropatia). Se ha demostrado que es posible la reduccion de los niveles de proteina TTR
en sangre mediante un ARN de interferencia en ratones y primates no humanos. La edicion del
gen TTR consigue una reduccion de los niveles circulantes de TTR superior al 95% al afio.

Gillmore el Al. han hecho historia al presentar la primera herramienta de edicion del genoma
mediante CRISPR en humanos para tratar la amiloidosis por trastiretina (ATTR). NTLA-2001 es
una terapia basada en el sistema CRISPR/Cas9 para la edicion in vivo génica cuya diana en la
proteina TTR32. Tras la realizacién de estudios preclinicos in vitro e in vivo, se ha iniciado un
estudio clinico en fase 1 (aun en curso) basado en la terapia con NTLA-2001. En este estudio se
incluyeron 6 pacientes con amiloidosis ATTR hereditaria con polineuropatia, se dividieron en dos
grupos en funcion de las dosis iniciales del agente (0.1mg/kg y 0.3 mg/kg).

Mean Reduction in Serum TTR Level at Day 28

10
= 20
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S  -40-
]
3 50
&2 60 52%
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0.1 i
Dose
Figura 21

» “Las evaluaciones seriadas de seguridad durante los primeros 28 dias después de la
infusién en pacientes revelaron pocos eventos adversos, y los que ocurrieron fueron de
grado leve. Se observaron efectos farmacodinamicos dependientes de la dosis. En el dia
28, la reduccion media desde el inicio en la concentracion de proteina TTR sérica fue del
52 % (rango, 47 a 56) en el grupo que recibié una dosis de 0,1 mg por kilogramo y fue
del 87 % (rango, 80 a 96) en el grupo que recibioé una dosis de 0,3 mg por kilogramo”.
(Figura 21).

10.4.4.3. DISPLASIA TRICUSPIDEA

Mediante la edicion génica es posible la creacidn de modelos porcinos para el estudio de
enfermedades congénitas como la displasia tricispidea. Ademas, los cerdos editados
genéticamente constituyen una herramienta de estudio de gran valor por tener un corazén mas
parecido anatémica y fisiologicamente al humano que el de los ratones. En concreto hay un
articulo que refiere a cerdos editados genéticamente generados con mutacion en el
modificador de la cromatina SAP7130 que les produce displasia tricuspidea. El perfil de
desarrollo es similar al humano, lo que brinda nuevas oportunidades para estudios preclinicos
centrados en mejorar los resultados de las enfermedades cardiacas congénitas®?.
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10.4.4.4. MIOCARDIOPATIA HIPERTROFICA

Es una enfermedad hereditaria que posee una mutacion heterocigota especifica en el gen
MYBPC3, responsable de la enfermedad. Un equipo cientifico ha corregido este gen patégeno
en embriones humanos preimplantacionales mediante la técnica CRISPR-Cas9.

Como hemos visto anteriormente, uno de los retos que plantea la edicion de embriones es el
problema de los individuos mosaico, caracteristica que hace imposible su utilizacién en la clinica.
Sin embargo, en este estudio, mediante la modulacion de la fase del ciclo celular en la que se
produce la rotura de la doble cadena se ha conseguido solucionar el problema del
mosaicismo. Para ello, se realiza de forma conjunta la inyeccion de los espermatozoides y la
herramienta CRISPR-Cas9 en los ovocitos durante la Metafase I1** (Figura 22).

Los embriones editados no han sido implantados en el Utero de la madre a pesar de que estaban
libres de la enfermedad transmitida por el padre. Se procedié a su destruccién por razones éticas.
No obstante, este experimento sienta las bases para la correccion potencial de mutaciones
hereditarias en embriones humanos al complementar el diagndstico genético preimplantacional.
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Figura 22: La inyeccion intracitoplasmatica simultanea de esperma y la herramienta CRISPR-Cas9 en
el ovocito durante la Fase M logra la edicion del genoma cuando atin solo contiene una copia mutante y
elimina el mosaicismo

10.4.4.5. LESION POR ISQUEMIA/REPERFUSION

Una proteina clave que juega un papel en este dafio es la proteina quinasa 11® dependiente de
calmodulina de calcio (CaMKII3).

Un equipo descubrio que es posible dirigirse a CaMKIId mediante CRISPR-Cas9 para proteger
el tejido cardiaco del dafio por isquemia/reperfusion en modelos de ratén. Posteriormente se ha
demostrado que en células madre pluripotentes humanas (iPCS) con edicion de CaMKIId
confiere proteccion contra la lesién por isquemia/reperfusion®. (Figura 23)

A CaMKiII5 . ~ o )
e A ~ Figura 23: El dafio oxidativo ocasionado por
(“Catalytic Domain }—_Regulatory Domain }—{ Association Domain ) la isquemia-reperfusion en células no
‘ CRISPR-Cas9 modificadas, células de tipo salvaje o
e Met281 Mer282 His283 R Wildtype, ocasiona una activacion aumentada
ATG |ATG|CAC ~ . .
LI } de CaMKIId y dafio cardiaco. Sin embargo, la
Val281 Met282 His283 i~ f i
‘ﬁm sgRNA1[GTG| ATG[CAC] ediciébn de bases mediante la herramienta
osm‘tm, Rna T2 s Aass CRISPR-Cas9 cambiando las bases adenina
ischemia/ > SIRNAB[GTGIGTG[CGC] ; )
R(,p,m) (A) por Guanina (G) de la secuencia del gen
CaMKil Activation ;_.I CaMKII® mediante sgRNA1 o sgRNAG6
‘ l . protege a las células cardiacas del dafio de
CaMKil Activation isquemia-reperfusion.
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10.4.5. DESORDENES NEUROLOGICOS

La tecnologia de edicion de genes CRISPR-Cas9 se puede utilizar como una estrategia eficaz
contra los trastornos neuroldgicos inducidos genéticamente.

11.4.5.1. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurolégico hereditario autosémico
dominante causado por la repeticion de tripletes CAG en el exén 1 del gen de la huntingtina
(HTT). En un trabajo publicado en 2016 los investigadores emplearon la estrategia de inactivar
el alelo mutante utilizando CRISPR/Cas9 especificos del haplotipo en la enfermedad de
Huntington?® (figura 24). La estrategia se basaba en:

¢ Identificacion de pares de secuencias PAM (motivos adyacentes al protoespaciador)
exclusivos del haplotipo mutante pero ausentes en el haplotipo normal

o Generacion de 2 ARN guia especificos para apuntar a esos 2 PAM simultaneamente
aumentando asi la especificidad.

El resultado fue la inactivacion completa del alelo mutante sin afectar al alelo normal (figura 25).
Esta escision en el cromosoma de la enfermedad impidié por completo la generacion de proteina
y ARNm de HTT (gen de la huntingtina) mutante.

Figura 24: “En la imagen se ve el panorama
! completo de sitios PAM para cada haplotipo o
b4 variante del gen HTT. Se hace una
g: comparaciéon por pares de los diferentes
! haplotipos para identificar las localizaciones
[B4R4| con mayor presencia de enfermedad para
‘ apuntar al cromosoma de la enfermedad en
4 & cualquier combinacién de haplotipos. En el
& lateral izquierdo de la imagen vemos la
expansion del triplete CAG en el gen HTT del
cromosoma 4, causante de la EH. La linea roja
\ punteada indica la ubicacion de la repeticion
CAG en relacion con los sitios PAM en cada
Normal chromosome haplotipo. La flecha roja marca la combinacion
de los haplotipos hap.01 y hap.08 (diplotipo de
HTT mas comun)’.
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Figura 25: “Experimento realizado en fibroblastos primarios de un paciente con EH con la combinacion
de haplotipos hap.01. y hap.08. (diplotipo de HTT mas comun, ubicacién de la repeticion CAG). Los
triangulos son las localizaciones de cada PAM. Los sitios PAM marcados de color rojo delimitan
una region que incluye el promotor y la mutacion de interés. Mediante la generacién de dos ARN
guias especificos para dichos PAM se logré la eliminacion mediante CRISPR/Cas9 de la region
promotora, el sitio de inicio de la transcripcion y los 3 primeros exones de HTT incluyendo la mutacion
de expansion CAG, responsable de la enfermedad de Huntington”.
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10.4.5.2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

Earlyonset

Familial (inherited) AD
(APP, PSEN1, PSEN2)
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Neurons Astrocytes Microglia
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Structural and functional effects

Figura 26 Principales estrategias del uso de la edicion
génica CRISPR/Cas9 en los estudios sobre la

enfermedad de Alzheimer.

Neurodegenerativa, conduce a la pérdida
progresiva de la memoria. La EA es una
enfermedad multifactorial y poligénica, por
lo que se pueden observar los mismos
sintomas clinicos como resultado de la
presencia de mutaciones en diferentes
genes. Solo una pequefia parte de los
pacientes tiene EA familiar causada por
mutaciones especificas en los genes de la
presenilina 1 (PSEN1) y 2 (PSEN2) y en el
gen APP. Sin embargo, la patogénesis de
la EA esta asociada con mas de 50 loci de
genes que son responsables del inicio de la
enfermedad, lo que indica que la EA,
especificamente la EA de inicio tardio, es
una enfermedad de multiples componentes.

a) La EA de inicio temprano esta asociada con algunas mutaciones conocidas en los
genes APP, PSEN1 y PSEN2. CRISPR/Cas9 se puede aplicar para corregir estas
mutaciones en lineas celulares, incluidas iPSC isogénicas, o diferentes tipos de células
en el cerebro para examinar las consecuencias estructurales y funcionales de esta

terapia.
b)

El genotipo APOE4 predispone al desarrollo de EA de inicio tardio y la correccion de

este genotipo puede realizarse mediante CRISPR/Cas9. Ademas, varias docenas de
SNP revelados en GWAS pueden estudiarse por su importancia para la patogenia de la
EA de inicio tardio, asi como para el funcionamiento normal del cerebro.

La Figura 26 muestra los propositos generales de la aplicacion del sistema CRISPR para la
investigacion de la EA. En primer lugar, la edicion del genoma se utiliza para la correccion de
mutaciones bien conocidas, que son responsables de las formas familiares de EA de inicio
temprano, y el estudio de las consecuencias de este tratamiento. En segundo lugar,
CRISPR/Cas9 es una herramienta adecuada para estudiar las consecuencias de las mutaciones
en genes que no son causales para revelar su papel en la fisiologia cerebral y la fisiopatologia
de las formas de EA de inicio tardio.®”

Las mutaciones en los genes de presenilina 1 (PSEN1) y PSEN2, como se ha dicho, estan
presentes en la condicion de EA familiar. Las mutaciones en el gen de la presenilina 1 (PSEN1)
conducen a la forma mas agresiva de la enfermedad de Alzheimer (EA) familiar. Los estudios
han avalado la correccion de las mutaciones en PSEN1 en una linea de células madre
pluripotentes inducidas (iPSC) derivadas de pacientes con EA por sistema de edicién de
nucledtidos CRISPR-Cas9% como estrategia a seguir. (Figura 27)

(A) Before gene correction

Figura 27. Secuenciacion de PSEN1 para
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del gen. La linea vertical negra indica el sitio
de la mutacion puntual donde se detecta el
alelo mutante con el nucleétido “C”
(azul). (B) Secuencia de PSEN1 tras la
correccién del gen mostrando el alelo
normal con el nucleétido “T” (rojo).



10.4.6. DESORDENES METABOLICOS
10.4.6.1. TIROSINEMIA HEREDITARIA (HT) terapia in vivo

Es una enfermedad hereditaria autosdmica recesiva que se asocia con una deficiencia de la
enzima fumarilacetoacetato hidrolasa debido a mutaciones en el gen Fah. La HT tipo | (HTI)
provoca trastornos hepaticos graves, como cirrosis, insuficiencia y cancer hepaticos, debido
a la acumulacion de toxinas. La HT1, que afecta aproximadamente a 1/100 000 nacidos vivos en
todo el mundo, es mortal si no se trata. El trasplante de higado sigue siendo el unico tratamiento
curativo, pero presenta sus propias dificultades, incluida la escasez de 6rganos y la necesidad
de inmunosupresion de por vida.

Usando una version de CRISPR programada para editar un gen diferente y una version de AAV
mas adecuada para actuar sobre el higado, un grupo cientifico utilizé la edicién génica para curar
en ratones una mutacion genética que causa tirosinemia®. Aplicando a un modelo de raton con
tirosinemia hereditaria humana demostraron que el tratamiento genera hepatocitos positivos para
Fah al corregir la mutacion.

En otro estudio la correccion basada en CRISPR-Cas9 del gen Fah en un modelo de rata HTI
mostré la prevencion de la cirrosis hepatica en ratas, ya que los modelos de ratén no
desarrollan fibrosis hepatica ni cirrosis, que es la manifestacion crénica clave de la tirosinemia
hereditaria tipo | en los pacientes. Después de recibir terapia de correccion génica mediada por
Cas9n, las ratas HTI aumentaron de peso de manera constante y sobrevivieron. Los hepatocitos
que expresan Fah ocuparon mas del 95% del tejido hepatico 9 meses después del
tratamiento. Ademas, la terapia génica mediada por CRISPR/Cas9 evité la progresion de la
cirrosis hepatica®.

10.4.7. FIBROSIS QUISTICA

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones en el
gen regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR), que causa dafo
a los pulmones y al sistema digestivo.
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Un equipo ha corregido la mutacién de CFTR en células madre pluripotentes inducidas (iPSC) a
través de CRISPR-Cas9 sin mutaciones fuera de objetivo recientemente*'. En otro estudio
anterior, también se ha utilizado el enfoque CRISPR-Cas9 en células madre cultivadas de
pacientes con FQ para corregir el gen CFTR*?(Figura 28). Por lo tanto, la tecnologia CRISPR
podria ser un enfoque potencial para el tratamiento de la FQ en el futuro.

24



10.4.8. TRASTORNOS RELACIONADOS CON LA SANGRE
10.4.8.1. LA ANEMIA DE CELULAS FALCIFORMES (SC)

Es un trastorno relacionado con la sangre, esta originado por una mutacion en el gen de la
globina B que da como resultado la formacion hemoglobina S (HbS). La SC es ocasionada por
la mutacion de una unica letra entre todos los pares de bases del ADN y conduce a una
deformacion de los glébulos rojos.
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La SC es una de las mejores candidatas para la edicion genética ex vivo porque afecta a células
sanguineas que es posible extraer y reintroducir con facilidad. CRISPR-Cas9 es un método de
terapia génica con futuro para la anemia SC. La correccién basada en CRISPR-Cas9 del gen
HbS en células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) de sangre de pacientes con
enfermedad SC confirma la restitucién funcional normal de la hemoglobina®3(figura 29). En un
estudio in vitro, los componentes de CRISPR-Cas9 muestran mas del 18 % de modificaciones
genéticas en células CD34 * También reportan correccion de CD34 "HSPC derivadas de la
médula ésea de pacientes con anemia SC a través de la tecnologia CRISPR-Cas9*.

Ye et al.*® han creado un genotipo de persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (HPFH) en
HSPC normales utilizando CRISPR-Cas9 y han implementado un trasplante autélogo seguro
para pacientes con enfermedad SC y B-talasemia.

10.3.8.2. CORRECION DE LA BETATALASEMIA

La talasemia B, otra enfermedad genética relacionada con la sangre es causada por la
disminucioén de la sintesis de las cadenas de globina B del tetramero de hemoglobina, lo que
reduce la produccion de hemoglobina.
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eritroides (figura 30).

El resultado fue que el 80 % de los alelos en este locus se modificaron resultando que mas de
un ano después, los pacientes tenian altos niveles de edicién alélica en la médula 6sea y la
sangre y significativos aumentos en la hemoglobina fetal.
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10.4.9. TRASTORNOS OCULARES
10.4.9.1. LA CEGUERA CONGENITA

El objetivo es tratar la amaurosis congénita de Leber (LCA), una de las principales causas de
ceguera infantil. Se trata de una enfermedad ocasionada por mutaciones autosémicas recesivas
en varios genes, entre ellos el gen RPEG5 y el gen CEP290. Estas mutaciones originan un grave
déficit visual ocasionado por una grave pérdida de bastones y conos a nivel retiniano o incluso
del propio epitelio pigmentario de la retina. En este caso, el procedimiento se lleva a cabo in vivo
(en el cuerpo del paciente) puesto que las células oculares no se pueden extraer y reintroducir
del mismo modo que las de la sangre o la médula dsea.

La primera aplicacion del tratamiento fue en marzo de 2020. En el procedimiento, de una hora
de duracion, los médicos emplearon una diminuta canula del didmetro de un pelo para inyectar
tres gotas de un fluido que contenia CRISPR-Cas9 en la capa formada por células fotosensibles
que se encuentra justo debajo de la retina del paciente. Se utilizé un virus modificado para
introducir la CRISPR-Cas9 en las células objetivo®.
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Figura 31: terapias génicas retinianas de la amaurosis congénita de Leber
Terapias génicas retinianas de la amaurosis congénita de Leber (LCA): (figura 31)

a) Terapia de edicion de genes (EDIT-101): administracion subretiniana del sistema
CRISPR-Cas9 por medio de un AAV. Como resultado, se produce la eliminacién de la
mutacion del gen CEP290 y el reempalme de la secuencia resultando una proteina
CEP290 normal, implicada en el transporte ciliar intrafotorreceptor.

b) Terapia basada en nucledtidos antisentido de ARN (QR-110): administracion intravitrea
de oligonucledtidos antisentido de ARN dirigidos a la mutacion del gen CEP290. Los
oligonucledtidos actuan a nivel del ARN mutados produciendo su reempalme.

c) Terapia de aumento de genes (Luxturna): administracion subretiniana del gen RPEG5
sano por medio de una AAV para corregir el efecto de la mutacion en el gen RPE65
mutado. Como resultado de este aumento de genes, la proteina RPE65 normal se
restablece parcialmente mejorando la visién.

10.4.9.2. LA RETINITIS PIGMENTOSA (RP)

Es una distrofia retinal pigmentaria hereditaria que puede causar pérdida de la vision. Existen
varias mutaciones asociadas a esta enfermedad, como mutaciones en los genes RP1, rodopsina
(RHO) y regulador de RP GTPasa (RPGR).

La técnica de edicion de genes CRISPR-Cas9 puede corregir el gen Rho (S334) mediante la
inyeccion subretiniana del plasmido Cas9 de ARN guia (ARNg), lo que mejora la funcion visual
a través de la interrupcion de la degeneracion retiniana en ratas*®.
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Suzuki et al.*® han aplicado CRISPR-Cas9 usando el método de insercion dirigida independiente
de homologia (HITI), que permite la insercion dirigida de un gen en células que no se dividen,
para mejorar la funcion visual usando un modelo de rata con degeneracion retiniana (retinitis
pigmentosa). Esto sugiere la posibilidad de correccion génica in vivo utilizando la tecnologia
CRISPR-Cas9. Recientemente se ha publicado un articulo que utiliza la edicién del gen PDEGS
mutante implicado en la retinitis pigmentosa aplicado con éxito in vivo en ratones®'.

10.4.9.3. CATARATAS

Hay varias mutaciones en diferentes loci genéticos que originan cataratas, es decir, opacidad del
cristalino. En 2013 se edit6 el gen Crygc mutante, implicado en el desarrollo de cataratas, primero
para crear ratones con esta mutacion y luego para reparar ese defecto con cierto éxito en la
mayoria de los ratones, pero efectos off-target de hasta 5 loci en algunos de ellos®2.

10.4.10. INFECCIONES VIRALES
10.4.10.1. VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un patégeno que ataca el sistema
inmunoldégico, especificamente a las células TCD4+ y es causante del (SIDA) sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, aunque, hoy mediante terapia antirretroviral es manejable. Se ha
observado que la expresion del gen del VIH-1 esta influida en gran medida por unas repeticiones
terminales largas LTR (long terminal reat), secuencias génicas que se localizan en la parte
terminal del genoma de los retrovirus y cuya funcién es mediar en la regulacion de la transcripcion
de los genes retrovirales y, por tanto, en su virulencia.

Existen diversas variantes de las LTR en los diferentes tipos de VIH-1. Estas variaciones
explicarian parte de las diferencias entre las clases de VIH-1 y la progresion de la enfermedad.
Por ello, la variacion genética en los sitios de unién de los LTR puede alterar la transcripcion viral
impulsada por LTR®3,

Un grupo de investigacion chino en 2016 traté de editar los genes de embriones tripronucleares
humanos tempranos con el fin de hacerles resistentes al Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) mediante la introduccion de un alelo en el locus CCR5 %4,

Mas recientemente (2022) destaca el trabajo
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RliA : > de Amsterdam, que estudia los nuevos
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Figura 32: Dianas terapéuticas para la terapia genoma humano™.

mediante CRISPR/Cas9 y ARNi contra el VIH.
Por otra parte, se estan estudiando los lentivirus de la familia del VIH para que, mediante la

inactivacién de estos, puedan servir de vehiculos para la insercion de material genético
permanente en las células que se desee editar distinguiéndolos asi de los adenovirus.
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10.4.10.1.1. LA POLEMICA DEL EXPERIMENTO DEL DR. HE JIANKUI (LULU Y NANA)

El Dr. He Jiankui en 2018 procedi6 a la modificacion genética de embriones humanos mediante
la técnica CRISPR-Cas9 y utilizando la fecundacion in vitro. Seleccion6é unas parejas fértiles cuyo
progenitor masculino era positivo en VIH y consiguié desactivar el gen CCR5, receptor que utiliza
el virus para entrar en células, logrando la inmunidad en los futuros bebes al virus, pero con
tremendas implicaciones éticas. Como consecuencia clinica se ha observado que pacientes con
VIH+ sometidos a trasplante de médula ésea de donantes con una mutacion espontanea en
ambos alelos del gen CCR5 les ha remitido su enfermedad e incluso han llegado a sanar®.

10.4.10.2. VIRUS DE LA HEPATITIS B (VHB)

Se ha observado que los ADN circulares cerrados covalentemente (cccDNA) del VHB se hayan
en las células contaminadas, lo que sugiere que cccDNA es un objetivo terapéutico potencial
para tratar la infeccién por HBV. Recientemente un equipo del Centro de Investigacion del Cancer
de Lyon ha demostrado que CRISPR-Cas9 puede degradar el cccDNA del VHB resultando una
disminucion de la replicacion viral®”. Por lo tanto, se puede sugerir que la interrupcion del genoma
del VHB a través de la tecnologia CRISPR-Cas9 podria ser un enfoque prometedor como terapia
contra el VHB.

10.4.10.3. VIRUS DE LA HEPATITIS C (VHC)

El VHC es un virus de ARN monocatenario (ssRNA), es el agente causal de la hepatitis C, una
afeccioén inflamatoria del higado. Se ha encontrado que la enzima endonucleasa Cas9 de la
bacteria Gramnegativa Francisella novicida, conocida como FnCas9, puede dirigirse al ARN
endogeno®® (fig.33). Recientemente se ha demostrado que la enzima Cas13 también se dirige
eficazmente a los virus ssRNA in vitro, lo que sugiere su potencial como estrategia®®.

scaRNA crRNA tracrRNA
&> array
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810,052 bp 818,940 bp
Figura 33: CRISPR/Cas de F. novicida tipo Il. Esta formado por cas1, cas2 y cas4, la matriz
crRNA (lineas rojas verticales), tracrRNA (azul), (naranja) y promotores (flechas negras).

10.4.10.4. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El VPH, un virus de ADN de doble cadena (dsDNA), infecta las células de las mucosas o la
piel. Provoca enfermedades de transmision sexual y representa aproximadamente el 11% de la
incidencia mundial de cancer en mujeres. La endonucleasa guiada por ARN ofrece un enfoque
terapéutico contra el VPH mediante la inactivacion de los oncogenes E6 o E7 del virus del
papiloma humano en células de carcinoma de cuello uterino mediante el uso de una
endonucleasa bacteriana guiada por CRISPR/Cas RNA® 8", E| E6 induce la degradacion de p53
(supresos de tumores) y E7 desestabiliza la Rb (proteina del retinoblastoma).

La infeccion persistente del tipo de bajo riesgo (tipo 6 o tipo 11) del virus del papiloma humano
(VPH) es la principal causa de las verrugas genitales. El objeto de un estudio fue lograr la
inactivacion dirigida del oncogén viral E7 mediante la herramienta CRISPR-Cas9 para el
tratamiento de las verrugas genitales®.

10.4.10.5. VIRUS DE EPSTEIN-BARR (VEB)

El VEB, un virus dsDNA, se propaga principalmente a través de la saliva y causa Mononucleosis
infecciosa. La tecnologia CRISPR-Cas9 se ha utilizado para la edicién del genoma de VEB en
células humanas mediante la modificacion del gen promotor de BART que codifica los microARN
virales (miARN)?3, Estos miARN se encargan de dirigir a los genes virales y celulares para evadir
la respuesta inmunitaria y actian como potenciales carcinogénicos.
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10.4.10.6. EL SARS-COV-2

El material genético de los coronavirus se compone de ARN. Una parte de ese ARN en el caso
del SARS-CoV-2 codifica para una glicoproteina que esta situada en el exterior de la envoltura
del virus y que forma la espicula o epitopo S (figura 34). Este determinante antigénico hace las
veces de llave si la cerradura fuese el receptor especifico situado en la superficie de las células
humanas que en el caso de los humanos para el SARS-CoV-2 es la proteina ACE2 que tiene un
papel similar la que se ha expresado en este trabajo para la proteina CCR5 en el caso del VIH,
una proteina cuya supresion resulté polémica en el experimento del doctor He Jiankui.

Se han logrado vacunas con capacidad para inhibir la entrada del virus en las células que
mediante la técnica del ARN mensajero logran actuar contra los epitopos S del virus. Una ventaja
del sistema CRISPR-Cas es que puede evaluar e identificar con gran celeridad las nuevas
variantes del virus y asi desarrollar diagndsticos y posteriormente tratamientos terapéuticos o
incluso mediante la edicién por CRISPR-Cas.
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Figura 34: A estructura tipica de un viribn SARS-CoV-2 B diagrama del homotrimero de la proteina S
C distribucion de los sitios de mutacion en una sola proteina S en diferentes variantes

La herramienta CRISPR-Cas ha permitido en los ultimos afios5:

1. Eldisefio de nuevos métodos de deteccion del de SARS-CoV-2 como FELUDA vinculado
al editor FnCas9 (FnCAS9 Editor Linked Uniform Detection Assay) capaz de detectar
secuencias de nucledtidos, el reportero trans CRISPR dirigido a la endonucleasa de ADN
(DETECTR) y el desbloqueo de reportero enzimatico especifico de alta sensibilidad
(SHERLOCK).

2. Crear plataformas de deteccién de interaccion viral-huésped por medio de las cuales es
posible identificar los factores celulares esenciales involucrados en la patogénesis, asi
como las vias clave del ciclo de vida de los coronavirus, incluidos los receptores de
entrada de células huésped (ACE2, DPP4)

3. Identificar nuevos genes y factores patégenos implicados en las formas graves

Los sistemas CRISPR-Cas que estan actualmente en desarrollo para su uso en la deteccién de
SARS-CoV-2 se basan en las nucleasas Cas9, Cas12 y Cas13°%. Estas plataformas de deteccion
presentan alta especificidad y capacidad para distinguir diferencias de tan solo un nucleétido y
mejoran la sensibilidad diagnéstica, con una actividad minima fuera del objetivo tanto in vitro
como in vivo. Ademas, disminuyen los tiempos de respuesta de diagndstico a en torno a 40
minutos. La represion o activacion selectiva de genes ha permitido identificar nuevos factores del
huésped que son criticos para la interaccién huésped-patdégeno, y que pueden utilizarse para
desarrollar terapias antivirales de amplio espectro. Sin embargo, algunos de los problemas y
retos aun sin resolver qué se plantean son los efectos fuera del objetivo y que las investigaciones
hasta la fecha se han llevado a cabo sobre modelos animales, y se necesitan mas estudios en
humanos.
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10.4.11. XENOTRASPLANTES CRISPR

Las nuevas tecnologias, incluyendo CRISPR, facilitan la generacion cerdos con o6rganos
adecuados para el trasplante humano. Los avances previos se han centrado en transferir genes
humanos al genoma del cerdo para que los 6rganos del animal no experimenten rechazo inmune
hiperagudo presente en cualquier xenotrasplante.

La edicion génica se esta utilizando para noquear los genes de cerdo que puedan provocar la
respuesta inmune humana y eliminar el riesgo de que virus porcinos dentro en su genoma
puedan infectar a los humanos durante el trasplante. Esta investigacion esta liderada por George
Church®®, profesor de Harvard y del MIT, con el fin de acabar con la escasez mundial de 6rganos
para trasplantes editandolos genéticamente para que no transmitan unos virus conocidos como
PERV o modificando genes para evitar las reacciones del sistema inmunitario humano contra los
6rganos trasplantados. Recientemente se ha llevado a cabo un trasplante de corazén a un
hombre en fase terminal empleando un 6érgano de cerdo modificado, superando el rechazo agudo
en principio, pero muriendo dos meses después®’.

11. CONCLUSIONES

1. Nos encontramos ante la que posiblemente sea la mayor revolucion cientifica de la
década y posiblemente del siglo actual. La ediciéon génica mediante CRISPR/Cas fue
precedida por otras técnicas como la edicion mediante vectores virales, la recombinacion
homologa o la edicion con ZFN o TALEN. Sin embargo, la edicion génica mediante los
sistemas CRISPR/Cas constituye una herramienta capaz de reconocer con mayor
especificidad secuencias de material genético, cortarlas y reprogramarse para
posteriormente para dirigirse asi hacia nuevos objetivos.

2. El sistema CRISPR/Cas9 esta constituido por una estructura de ARN dual, formada por
un ARNcr y un ARNtrac, unida a una nucleasa Cas9. Gracias al dominio nucleasa, este
sistema es capaz de efectuar dobles roturas en el ADN objetivo diana, guiado por el
ARNCcr y detonado por la presencia de una secuencia PAM contigua a ADN diana.

3. La posibilidad de programacién del ARN guia para que dirija la maquinaria de edicion
hacia secuencias concretas del ADN, asi como su versatilidad y eficiencia, convierten al
sistema CRISPR en herramienta de edicién y seleccion génica con un inmenso potencial.
Ademas, la extensa biblioteca de sgRNA abre las puertas a la identificacion de nuevas
dianas farmacologica, asi como la edicién y regulacion de la expresion génica.

4. La facilidad con la que CRISPR puede crear DSB en lugares concretos del genoma
humano ha posibilitado la rapida implementacién de esta herramienta para el estudio y
tratamiento de enfermedades y trastornos genéticos. Sin embargo, el uso de las
herramientas CRISPR tiene aun sus limitaciones. Algunos de los principales desafios
son la entrega in vivo de dicha herramienta en los tejidos diana y los eventos fuera de
objetivo. Se plantea la necesidad de aumentar la precision y especificidad de las guias
de ARN, la creacion de nuevas nucleasas Cas, asi como sistemas de restriccion de los
sistemas CRISPR, o la utilizacién de formas de ediciéon no basadas en la DSB sino en
editores de base, por ejemplo.

5. Pese alos grandes avances que se han realizado en este ambito, aun existe posibilidad
de mejora tanto en la especificidad de la técnica, como el desarrollo de nuevas
aplicaciones de esta. Existe mucho margen de mejora todavia y un vasto mar de
posibilidades de aplicacion.
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12. ABREVIATURAS

AAV: Virus Adeno-Asociado

ACT: Adoptive Cell Transfer

ADN: Acido desoxirribonucleico

AEC: células epiteliales de las vias respiratorias nasales
primarias

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATTR: amiloidosis por trastiretina

BCL-2: linfoma de células B2

BL: linfoma de Burkitt humano

CAR: receptor de antigeno quimérico

CaMKII3: proteina quinasa |16 dependiente de
calmodulina de calcio

Cas: (CRISPR-associated): genes o proteinas
asociados a CRISPR

Cascade (‘Cascada’) CRISPR-associated complex for
antiviral defense

CDK: quinasas dependientes de ciclina

CFTR: gen regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica

CRISPR: (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)

CRISPR-Cas: CRISPR asociadas a nucleasas Cas
CRISPRa: CRISPR activador

CRISPRI: CRISPR represor

crRNA (cr-ARN): ARN transcrito de CRISPR
dCas: (DeadCas9): Cas9 sin actividad nucleasa.
DMD: distrofia muscular de Duchenne

DSB: (Double-Strand Break): doble corte en la cadena
E. coli: Escherichia coli

EH: enfermedad de Huntington

EA: enfermedad de alzheimer

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
Fok I: Endonucleasa de restriccion tipo IIS

FQ: fibrosis quistica

GFP: Proteinas de fluorescencia verde

GWAS: Genome-wide association study

HDR: (Homology-Directed Repair): Recombinacion
homologa directa

HT: tirosinemia hereditaria

Ipsc: células madre pluripotentes inducidas

KLHL: familia de genes tipo Kelch

LCA: amaurosis congénita de Leber

LMA: leucemia mieloide aguda

LdlIr: receptor de lipoproteinas de baja densidad

LTR: long terminal reat. repeticiones terminales largas
MCL-1: leucemia de células mieloides-1

MDR: gen de resistencia a multiples farmacos

NLS: sefial de localizacién nuclear

PAM (Protospacer Adjacent Motif): motivo adyacente al
protoespaciador

PCSKO: proteina convertasa subtilisina/kexina

PGH: Proyecto Genoma Humano

pre-crARN: precursor del cr-ARN

RP: retinitis pigmentosa

SC: anemia de células falciformes

SCID: inmunodeficiencia combinada severa

sgARN: ARN guia unico

SHC: La proteina de union al dominio

SNPs: Polimorfismos de un solo nucledtido

SRSR: repeticiones cortas y regularmente espaciadas
TCR: receptor de células T modificadas genéticamente
TLR: receptor tipo Toll

tracr-ARN: ARN transactivador

TALEN (Transcription Activator Like Effector
Nucleases): nucleasas tipo activadores

de transcripcién

VEB: virus de Epstein-Barr

VHB: virus de la hepatitis b

VHC: virus de la hepatitis ¢

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VPH: virus del papiloma humano

ZFN (Zinc Finger Nucleases): nucleasas de dedos de
zinc
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