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1. RESUMEN

Desde su descubrimiento, el sistema inmune bacteriano bautizado como CRISPR/Cas9
se ha consolidado como una de las herramientas de edicidon genética mas prometedoras debido
a su versatilidad, facil uso y buenos resultados, llegando incluso a desplazar a otras estrategias
usadas desde hace mas tiempo, como son las “Proteinas de Dedos de Cinc” o las “TALEN”.
Estas ventajas quedan plasmadas en el gran nimero de aplicaciones que presenta esta
herramienta en una amplia diversidad de campos. Resulta especialmente interesante por su
impacto la aplicacion del sistema CRISPR/cas9 al tratamiento de enfermedades humanas de
base genética o epigenética directamente en individuos adultos, como es el caso del cancer, o
incluso de enfermedades infecciosas como es el SIDA. No obstante, el sistema presenta a dia
de hoy una serie de limitaciones y problemas que ain deben salvarse para que podamos hablar
de una aplicacidon realmente Util, como es el problema de conseguir vehiculos que lleven el
sistema directamente al lugar de accion, problemas de especificidad en cuanto a lugares del
ADN donde actia de forma no deseada, o el hecho de que al ser una maquinaria extrafia a

nuestro organismo, éste genera inmunidad frente a él.

2. ANTECEDENTES

El establecimiento del ADN como material genético en el 1944 y el posterior
descubrimiento en el 1953 de la doble hebra de ADN han supuesto el inicio de una nueva era
en la que los avances en materia de genética y biologia han sido enormes. Uno de los
primeros avances fue el desarrollo de métodos quimicos de sintesis de ADN en fase sélida, lo
que permitid la deteccion y la exploracion de los genomas. Posteriormente, el desarrollo a
partir de los 70 de las tecnologias del ADN recombinante permiti6 fabricar y manipular ADN
a voluntad. Enzimas como las polimerasas, ligasas o las endonucleasas de restriccion, junto a
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han permitido aislar genes y fragmentos de
genes, ademas de la introduccion de mutaciones en genes in vitro, en células y en organismos
modelo. La llegada de las tecnologias de secuenciacion de ADN vy la rapida creacion de
registros con informacioén sobre genomas enteros de un gran niimero y tipo de organismos,
incluyendo los humanos, ha sido uno de los avances mas significativos de las ultimas dos
décadas. En la actualidad, larevolucion llega de la mano de la adaptacion del sistema inmune

adaptativo bacteriano CRISPR-Cas9 a la biotecnologia. Se trata de una herramienta de
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ingenieria genética basada en el principio de apareamiento de bases de Watson y Crick que,
gracias a su facilidad de uso y eficiencia, desde su primera descripcion en 1987, se estd
aplicando rapidamente en laboratorios de todo el mundo.

En el presente trabajo, se hace una revision bibliografica sobre los principales
conocimientos actuales del sistema CRISPR/Cas9, incluyendo su utilidad frente a otras
tecnologias, su mecanismo y generalidades, asi como algunos ejemplos practicos de su

utilidad en terapia.

3. INTRODUCCION

A. HISTORIA DE UN DESCUBRIMIENTO

Los primeros conocimientos de CRISPR datan del 1987. Cuando Nakata y colaboradores
estudian un gen en Escherichia coli (E. coli) [1] se dan cuenta de la presencia de una serie de
repeticiones de 29 nucledtidos en su genoma que, al contrario que otras repeticiones que
toman estructura en tdndem, estaban separadas por secuencias de 32 nucledtidos que no se
repiten. Al secuenciarse otros genomas se vieron estas mismas repeticiones en otras bacterias
y arqueas, lo que empieza a suscitar gran interés.

Posteriormente, el espanol F.J. Mojica y colaboradores clasificaron estas repeticiones
como una familia aparte de repeticiones en tandem, presentes en el 40% de las bacterias
secuenciadas y en el 90% de las arqueas[2].Pese a desconocerse su funcion, el interés por
estas secuencias crece. En 2002 un equipo en el que colabora el mismo FJ Mojica acuia el
término CRISPR para nombrar dichas repeticiones, como acrénimo de Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats|3].

Ese mismo equipo describe los componentes que forman el locus CRIPSR, y se ve que
junto a las secuencias repetidas hay una serie de genes conservados que no estan presentes en
los organismos “CRISPR-negativos” [3]. Estos genes, denominados Cas (CRISPR-
associated) codifican enzimas con actividad helicasa y exonucleasa, mientras que otras se
relacionan con proteinas implicadas en la reparaciéon del ADN u otras funciones como
veremos mas adelante. Esto, sumado a que presentan dominios de uniéon al ARN lleva a
pensar que el sistema, denominado ahora CRISPR/Cas, debe estar implicado en el
metabolismo del ADN, en la reparacion del material genético o en la expresion de genes en

los organismos que lo presentan.
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2005 es un ano clave pues se descubre que algunas de las secuencias presentes en el locus
CRISPR (los espaciadores) se corresponden con material genético de origen
extracromosomico, plasmidos conjugables o virus[5].Dichas secuencias, de 30 pb
aproximadamente, se intercalan entre las repeticiones en tandem y, por ello, se denominan
espaciadores (spacers en inglés). Asimismo, se demuestra que dichos espaciadores tienen
homologia con ADN de fagos y elementos moéviles de bacterias y que son los responsables de
proteger a bacterias y arqueas de la infeccion por €stos[4]. Pero es que ademas, se ve que tras
el enfrentamiento de una bacteria a una infeccion por un fago, es posible que la bacteria
integre en su genoma material genético del virus en forma de un nuevo espaciador,
modificando asi su resistencia a futuras infecciones por ese virus[5].Por este motivo, surge la
hipotesis de que podria tratarse de un sistema inmune bacteriano adaptativo, pese a no saberse
aun el funcionamiento del mismo.

En los siguientes afios la investigacion seafana en elucidar el mecanismo del sistema[6], y
en estudios que demuestran que el sistema CRIPSR es transferible entre bacterias, incluso
entre géneros muy distintos [7]. En los ultimos afios, se estan realizando esfuerzos para la
modificacion y optimizacion del sistema CRIPSR en biotecnologia y su implementacion en
numerosos campos, entre ellos en el tratamiento de enfermedades humanas[8,9,10], como ya

comentaremos posteriormente.

B. COMPONENTES Y FUNCIONAMIENTO BASICO DEL SISTEMA
CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR funciona como un mecanismo de defensa de bacterias y archeas
frente a la entrada de ADN ex6geno mediante la accion de una nucleasa que utiliza pequenios
RNAs como “guias” para posicionarse en un lugar especifico del genoma[11,12]. El sistema
CRIPR, presente en los dos dominios de procariotas (Archaea y Bacteria) pero no en virus o
eucariotas, esta formado por distintos elementos, tal y como se muestra en la Figura 1.

tracrRNA operdn cas sec.hder  zona CRISPR repeticion (R)-espaciador (S)
i 1 f 1 r 1T 1

cas® casl cas? csn2

<

Figura 1. Principales componentes del sistema CRISPR/Cas9 y su organizacion genética.
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Lo mas caracteristico del sistema es la presencia de repeticiones directas, de unos 21 a 47
pb, palindrémicas e interrumpidas por secuencias del mismo tamafio que no se repiten
(espaciadoras), y que se agrupan en uno o varios loci en el cromosomal[3]. Pese a la ausencia
o presencia de similitud entre especies, las repeticiones tienen algunas caracteristicas en
comun. Muchas de las repeticiones incluyen secuencias complementarias de GTT y AAC,
dando cierta simetria, localizada sobre todo al final de la repeticion [2]. Ademds, estas
secuencias repetidas contienen fragmentos de tres o cuatro bases idénticas, generalmente de A
o T, aunque también pueden encontrarse de G y C. La simetria de pares y los fragmentos de
bases idénticas sugieren que podia haber existido una estructura secundaria particular del
ADN.

Entre las repeticiones pueden encontrarse secuencias que se denominan “espaciadoras”
(del inglés spacers), tnicas de cada microorganismo, incluso para especies relacionadas entre
si. Tras su estudio, se llega a la conclusion de que se tratan de fragmentos de origen extra
cromosomico, bien provenientes de plasmidos o bien de ADN de virus, y que deben de
incorporarse al sistema CRISPR-Cas tras un contacto del microorganismo con los mismos[4].
Esta estructura de repeticiones agrupadas y regularmente separadas por espaciadores da
nombre al sistema CRISPR, del inglés Cluster Regulated Interspaced Short Palindromic
Repeats.

Varios estudios sefialan la presencia de secuencias comunes flanqueando los multiples
loci CRISPR [13, 14, 15], denominadas “long repeats” (LRs) o secuencias lider. Tras su
estudio, estas secuencias parecen tener una extension de varios cientos de pares de bases y
estar localizadas a un lado de los loci CRISPR, siempre con la misma orientacion respecto a la
secuencia repetida. Por otro lado, los nucleotidos de las secuencias lider de una determinada
especie comparten una similitud de cerca del 80%, mientras que no existe homologia de estas
secuencias entre especies no relacionadas taxondmicamente. Estas secuencias, ademas, no
presentan marco de lectura, lo que lleva a pensar que no codifican para ninguna proteina. Por
ultimo, se trata de secuencias que, salvo contadas excepciones, aparecen solo si hay un locus
CRISPR cerca pero no en otras zonas del genoma. No obstante, algunas especies presentan
dos secuencias lider truncadas (Methanocaldococcus jannaschii) y otras no presentan ninguna
secuencia lider aunque tengan varios loci CRISPR (E. coli, Sulfolobus sulfataricus)[3].

Corriente arriba de la agrupacion CRIPR se encuentra un conjunto de genes llamados

genes Cas(del inglés, CRISPR-associated genes), que codifican proteinas esenciales para el
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funcionamiento del sistema. Estos genes estan ausentes en todas las especies CRISPR-
negativas, asi como en los genomas eucariotas, lo que sugiere una fuerte relacion entre los
genes cas y los loci CRISPR [3].Ademads, determinan, entre otras cosas, los tres tipos de
sistemas CRISPR/Cas que se conocen hoy en dia. Por ser el mas sencillo y facil de manejar
como herramienta en ingenieria genética principalmente se usa el tipo II, por lo que en el
presente trabajo solamente se referencia y describe este tipo

El sistema CRISPR/Cas tipo II va a estar formado por Casl, Cas2, Cas9 y en algunos
casos una cuarta proteina: Csnl o Cas4[16]. Cas9 participa en la adaptacion, procesamiento
del crRNA y en el corte del ADN diana [17], que como ya veremos es dirigido por el crRNA 'y
un ARN adicional denominado tracRNA (del inglés trans-activating crRNA) (Ver apartado
4.D).

Corriente arriba del locus Cas se encuentra una secuencia de 210 nucledtidos cuyo
transcrito se denomina tracrRNA (del inglés trans-encoded RNA) pues son secuencias que se
transcriben en trans, y que contienen fragmentos de unos 25 nucleotidos que aparean casi
perfectamente con todas las repeticiones de CRISPR [12]. El tracrRNA dirige la maduracion
de pre-ctrRNA a crRNA (Ver apartado 3.D). En el proceso se debe de formar un dimero
tractrRNA-crRNA capaz de actuar como sustrato de la ARNasalll, quién es capaz entonces de

producir un corte en ambos ARNs [18].

C. FUNCIONES DE CRISPR-Cas EN LOS MICROORGANISMOS

La mayoria de estudios sobre el sistema CRISPR-Cas se centran en su papel como
sistema inmune bacteriano y en la proteccion frente a material genético invasor, pero cada vez
es mas evidente que participe también en otros procesos celulares, como la regulacion de la
virulencia, la evolucién del genoma o la reparacion del ADN. Por ejemplo, se ha demostrado
que la proteina Casl de E. coli procesa especies de ADN tanto de cadena simple como
ramificadas, horquillas de replicacion y colas 5°, asi como que interacciona con proteinas
como RecB, RecC y RuvB, lo que sugiere todo ello que podria estar implicada en procesos de
reparacion de ADN [19]. También se ha descrito que el sistema CRISPR-Cas se dispara
cuando se produce una acumulacion de proteinas mal plegadas, lo que indica que pueda estar
implicado en el manejo de estas acumulaciones masivas [20]. Por otro lado, hay muchos
ejemplos de su participacion en regulacion genética, intimamente ligada con el control de la

virulencia. Por ejemplo, en Francisella novicida el sistema CRISPR-Cas tipo II reprime la
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expresion de una lipoproteina endogena para evitar activar la respuesta inmune innata de los
ratones[21], y en Pseudomonas aeruginosa CRISPR estd implicado en la inhibicion de la
formacion de biopeliculas por parte de un fago [22]. Por ultimo, un locus CRISPR que ataque
al cromosoma del propio huésped podria contribuir a la evolucion gendmica. Aunque este
proceso en la mayoria de los casos sea letal, los mutantes que sobrevivan tendrdn una
reorganizacion genomica de gran escala [23].

En la mayoria de los casos no se sabe el mecanismo tras estas funciones, siendo
necesaria una mayor investigacion al respecto. Tampoco se sabe si estas otras funciones

vinieron antes que la funcion inmune, en paralelo o después.

D. MECANISMO COMO SISTEMA INMUNE BACTERIANO

El proceso de defensa mediado por CRISPR-Cas se puede dividir en tres etapas:
adaptacion, expresion e interferencia [16].

En una primera etapa de adaptacion, tras un contacto con material genético invasor se
van a introducir nuevos espaciadores en el locus CRISPR, formados por fragmentos de ese
material genético invasor. Esta etapa es la que confiere la “memoria genética”, necesaria para
que se puedan dar las siguientes fases y que se puedan neutralizar los acidos nucleicos re-
invasores.

En una segunda etapa, la de expresion, tras un nuevo contacto con este material genético
invasor el sistema se pone en marcha y se prepara para actuar frente a él, para lo cual expresa
los genes Cas y se transcriben, por un lado CRISPR a una larga cadena de RNA precursora
(pre-crRNA), y por otro tractrRNA. Ahora, pre-crRNA se une a tracrRNA (como ya hemos
mencionado presentan homologia en unos 25 nucledtidos) y ambos son procesados por la
RNAsalll y factores asociados para dar tractRNA y crRNA (de “CRISPR-RNA”) maduros.
Estos ultimos estan constituidos por unidades de RNA formadas por un espaciador y una
repeticion. TractrRNA y crRNA se mantienen unidos, y a través de tractrRNA se van a unir a
Cas9. A la hora de su aplicacion préctica en el laboratorio, se unen crRNA y tracRNA en una
sola molécula quimérica denominada sgRNA (del inglés single-guide RNA) capaz de dirigir a
Cas9 al ADN diana [12,24].

Por ultimo, en la fase de interferencia se lleva a cabo un reconocimiento y una
destruccion del ADN invasor. Para el reconocimiento se necesita tanto un apareamiento de

bases entre el crRNA y el ADN invasor como la presencia en ese ADN de una secuencia corta
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junto al punto de corte, que se denomina PAM (del inglés protospacer adjacent motif) (Ver
Figura 2). Después, Cas 9 lleva a cabo el corte del ADN invasor (Figura 2).

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA dup! Cas9 programmed by single chimeric RNA

protospacer

target DNA

TS IV\II\HHHHHHIIHH

IHHHIHIIIHHHHl/) I

\ PN \
| [ —— ) 2

5‘IIIHIIIIHIHH]II
| _20nt  [[{[{01I
— |II|||IIIII|5, )

\_—linker loop

crRNA

3 ——— tracrRN, crRNA-tracrRNA chimera

Figura 2.A. Reconocimiento y procesamiento del ADN llevado a cabo por el
complejo  formado por Cas9-tracRNA-crRNA. B. Reconocimiento y
procesamiento del ADN pero usando en este caso un sgRNA (sacado de M. Jinek
etal, 2012).

- Mecanismos de resistencia generados frente a CRISPR-Cas

En paralelo al desarrollo por parte de las células de estrategias para combatir los virus,
estos han desarrollado contramedidas frente a ellas. De esta forma existen distintos
mecanismos para contrarrestar CRISPR-Cas. La forma mas bésica que tienen los virus para
escapar a este sistema es la de la mutagénesis al azar de bases clave, como serian aquellas
implicadas en la interaccion con crRNA o en el reconocimiento de PAM[25,26].

También existen medidas mas refinadas. Por ejemplo, algunos fagos, como los de
Pseudomonas aeruginosa, son capaces de producir proteinas que afectan al funcionamiento
de los complejos CRISPR-Cas [27, 28]. No se sabe exactamente el funcionamiento de dichas
proteinas, pero no parece afectar a la expresion de Cas o crRNA.

De forma ain mas extraordinaria, parece que algunos virus son incluso capaces de usar el
sistema CRISPR-Cas para promover la infeccion. Por ejemplo, unos fagos de Vibrio cholerae
portan un tipo de sistema CRISPR-Cas que ataca una zona del genoma de la bacteria, zona

que contienen un sistema de defensa anti-fago[29].

4. APLICACIONES PRACTICAS

A. INGENIERIA (EP)GENETICA

Hoy dia existen fundamentalmente tres herramientas moleculares para la edicion

epigenética: las proteinas de dedos de Zinc (ZFs), las TALENs (del inglés Transcription

-8-
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Activator-Like Effectors Nucleases) y el sistema basado en CRISPR/Cas9: sgRNA/Cas9.
Todas ellas funcionan gracias a dominios de unién al ADN (DNA-bindingdomains o DBDs)
personalizados, sin embargo, al contrario que en las otras herramientas de edicion genética, en
el sistema sgRNA/Cas9 el reconocimiento de la diana estd mediado por una simple
interaccion entre pares de bases del sgRNA y del ADN invasor, sin necesidad de ninguna
interaccion proteina-DNA como pasa con las otras herramientas [30].

La principal ventaja de este sistema frente a los otros dos es que para cada nueva diana
solo es necesario cambiar el sgRNA, manteniendo el mismo sistema de vehiculo y la misma
proteina Cas9, lo que reduce enormemente el tiempo, dinero y medios necesarios para
implantar la tecnologia [31]. Ademads, como se puede modificar quimicamente la molécula de
ARN se puede aumentar su estabilidad [32]. También es importante el hecho de que puede
usarse tanto para edicion genética como epigenética, usando variantes de Cas9 que sean
inactivas cataliticamente [33,34,35]. Por otra parte, al tratarse de un sistema que se estad
estudiando mucho y en una gran variedad de organismos se siguen descubriendo proteinas
Cas que mejoran, por ejemplo, la especificidad de la edicion, lo que da una idea de que el
potencial biologico del sistema solamente se estd empezando a explorar [36,37,38]. El
principal problema de esta tecnologia es que para vehiculizarlo se requieren vectores de gran

capacidad. Ademas, los datos sobre los efectos en ADN no deseado son dispares [39-43].

B. USOS GENERALES, DISTINTAS AREAS DE IMPACTO

El control genético y epigenético de las células que posibilita CRISPR-Cas supone que
el sistema sea interesante para una gran numero de aplicaciones en distintas areas, desde la
biologia basica hasta la biotecnologia o la medicina (Figura 3) [44].Esta tecnologia facilita la
generacion de modelos animales y celulares mas preparados para estudios farmacoldgicos o
que permitan un mejor entendimiento de las enfermedades humanas (apartados “Animal
models” y “Genetic variation™).

La manipulacion de circuitos bioldgicos también facilita la obtencion de materiales
sintéticos ttiles, como aquellos derivados de algas, o bien el uso de diatomeas con estructuras
de silice para vehiculizar fairmacos via oral (“Materials”). La edicion genética permite la
obtencion de cultivos mas resistentes al clima o a las infecciones patogenas, aumentando la
seguridad alimentaria (“Food”). La manipulacion de rutas metabolicas también puede llevar a

conseguir algas o maiz productores de etanol, haciendo el sistema también interesante en el
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ambito de la produccion de biocarburantes sostenibles y rentables (“Fuel”), pero también, en
la misma linea, puede ser usado para conseguir factorias bacterianas que produjesen grandes
cantidades de farmacos, reduciendo el coste y aumentando la accesibilidad a tratamientos
terapéuticos de utilidad (“Drug development”). Por ultimo, la modificacion directa de
desordenes genéticos o epigenéticos podria llevar a corregir de raiz enfermedades de base
genética (“Gene surgery”). Por su impacto sobre la salud humana, en el presente trabajo nos
vamos a centrar en ésta ultima aplicacion, viendo dos ejemplos donde se ha usado

sgRNA/Cas9 en terapia con éxito.

Figura 3. Aplicaciones de la
Ingenieria genética (imagen
tomada de Patrick D. Hsu et
al., 2014).

C. EJEMPLOS PRACTICOS: UTILIDAD EN TERAPIA HUMANA
I. Objetivo

En lo visto por el momento, el sistema CRISPR/Cas9 se presenta como un método
novedoso que permite la modificacion de las células con un gran numero de aplicaciones.
Ahora, se va a tratar de demostrar el potencial terapéutico del sistema CRISPR/Cas9, asi
como su versatilidad. Para ello se han seleccionado en la bibliografiados ejemplos de
enfermedades representativa en el ser humano y en las cuales CRISPR-Cas9 podria tener

utilidad: un osteosarcoma [45], como ejemplo de un cancer, y el SIDA [10].

II. Materiales y métodos

Para la realizacion del presente apartado se han consultado articulos de revistas como

Life, Science o Nature, asi como bases cientificas como PubMed.
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I1I. Aplicacion de CRISPR-Cas9 en el tratamiento del osteosarcoma

El osteosarcoma (OS) es un cancer pediadtrico extremadamente agresivo que se
caracteriza por una frecuente (25-30%) metastasis distal [46], siendo la més frecuente la del
pulmon [47], asi como por fracturas patologicas causadas por la destruccion del hueso [48]. El
tratamiento convencional se basa en la cirugia combinada con quimioterapia, pero, sin
embargo, el prondstico para los pacientes con OS que presentan metéstasis es
significativamente peor [49]. Esto hace necesaria la busqueda de nuevas estrategias de
tratamiento para estos pacientes.

El factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA), altamente expresado en el OS,
no solamente contribuye a la angiogénesis en el microambiente tumoral via estimulacion
paracrina, sino que también actia como un factor de supervivencia autocrina para las propias
células tumorales [50,51,52]. Por otro lado, la inhibiciéon de la sefializacion de VEGFA
suprime el crecimiento del OS, su metéstasis y angiogénesis, lo que sugiere que sea una
posible diana terapéutica para el OS [53,54,55]. Ya existen estrategias terapéuticas frente a
VEGFA para tratar los tumores [56], como es el caso de un anticuerpo monoclonal
humanizado recombinante anti VEGFA, el bevacizumab, aprobado para el tratamiento de
distintos tipos de tumores, incluido el OS [57,58]. Sin embargo, el bevacizumab también
bloquea la produccion de VEGFA en 6rganos normales si se usa de forma sistémica, y ademas
produce efectos adversos como hipertension, proteinuria e infecciones de las vias respiratorias
superiores [59]. Por su gran especificidad y eficiencia, se elige el sistema CRISPR/Cas9 como
posible alternativa para el tratamiento.

Para aplicar el sistema CRISPR/Cas9 se disefia un plasmido que contiene un ARN guia
(gRNA) frente al VEGFA y Cas9, pero el primer problema a la hora de usar ésta herramienta
en terapia es el disefio de sistemas que permitan su aplicacion directamente en los tejidos
diana.Para conseguirlo, en este estudio se usan dos recursos. Por un lado se selecciona un
aptamero, que son hebras simples de ADN o ARN capaces de reconocer proteinas especificas
en células diana, ya usadas para la direccion de drogas quimioterapicas o de ARNs de
interferencia al lugar de accion deseado. En el caso presente, se selecciona un aptadmelo
especifico de las células del OS que no se une a otras células: LC09. Por otro lado, ese
aptamero se conjuga a un lipopolimero que permite encapsular el plasmido que contiene
CRISPR/Cas9. Se elige el lipopolimero PPC, compuesto por polietilenimina (PEI),
metoxipolietilenglicol (PEG) y colesterol (CHOL), pues ya ha demostrado sus ventajas a la

hora de vehiculizar genes, como por ejemplo su gran capacidad de transporte o la posibilidad
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de someterle a modificaciones sofisticadas [60,61,62], asi como un perfil de seguridad
excelente en ensayos clinicos de fase II [63].

Para el estudio de la efectividad de este sistema, se utiliza un modelo murino resultante
de la inoculacion intradsea de células de OS, en el que los ratones desarrollan OS ortotdpico
asi como metastasis pulmonar. Los ratones resultantes se dividen y a cada grupo se le inyecta
un tipo de formulacion para el plasmido de CRISPR/Cas9: pldsmido encapsulado en PPC sin
aptamero (PPC-CRISPR/Cas9), plasmido encapsulado en PPC con un aptamero aleatorio
(RD-PPC-CRISPR/Cas9) y plasmido encapsulado en PPC y con el aptamero LC09 (LC09-
PPC-CRISPR/Cas9). Después se mide la especificidad en la distribucion del sistema en los
tejidos in vivo (Figura 4), pudiéndose apreciar como el porcentaje de dosis inyectada en
corazén, higado, rifiones, bazo o tejido pulmonar alrededor del tejido canceroso cae en gran
medida con el tiempo, independientemente de la formulacion empleada. Por su parte, el
porcentaje de dosis inyectada presente en el tejido OS ortotropico asi como en el tejido OS
pulmonar metastasico(ambos forman los “tejidos OS”) es relativamente bajo en todas las
formulaciones menos peropara LC09-PPC-CRISPR/Cas9, donde ademas se mantiene mas

constante en el tiempo.
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Figura 4. Porcentaje de dosis inyectada presente en distintos organos in vivo al cabo de 2, 4, 8
v 12 horas para las tres formulaciones de CRISPR/Cas9 (C. Liang et al., 2017).

Ademas, a partir del segundo dia de la administracion, la expresion de Cas9 del grupo
LCO09-PPC-CRISPR/Cas9 en los tejidos OS es mucho mayor que en los grupos PPC-
CRISPR/Cas9 o RD-PPC-CRISPR/Cas9. Los niveles de Cas9 en ambos tejidos, para el grupo
LC09-PPC-CRISPR/Cas9 alcanzan el maximo a los 8 dias, bajan a la mitad a los 14 y se
mantienen significativos hasta el dia 17, lo que podria indicar que 14 dias (dos semanas)

podria ser el intervalo adecuado de dosificacion para el tratamiento in vivo.
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Después de tres semanas los ratones inoculados con LC09-PPC-CRISPR/Cas9 presentan,
comparando con los grupos inoculados con el vehiculo (PBS), PPC-CRISPR/Cas9, RD-PPC-
CRISPR/Cas9 y el control de LCO9-PPC-CRISPR/Cas9, una serie de caracteristicas:

Muchas mas deleciones en los tejidos OS, pero muchas menos en el higado, que el

resto de formulaciones.
Un estudio inmunohistoquimico demuestra que presentan una expresion reducida de

VEGFA en los tejidos OS, asi como de Ki67 (un marcador de proliferacion), Ezrin
(un marcador de metéstasis), MMP9 (un marcador de invasion) y de Survivina (un

marcador antiapoptosis).
Un menor nimero de metéstasis pulmonares (Figura 5B y 5C) que el resto de grupos,

asi como una menor neovascularizacion (Figura 5D).
Una menor expresion de marcadores de activacion celular, incluyendo CD4 y el

factor de Von Willebrand.
Una disminucion del tejido 6seo en los tejidos OS, asi como un menor tamafio del

tumor (Figura 5A) y del dafio al hueso (Figura Figura 5E).

También se mide el grado de toxicidad de LC09-PPC-CRISPR/Cas9 tras multiples

inyecciones mediante andlisis bioquimicos (funcidon hepatica y renal) y hematoldgicos

(hematocrito, hemoglobina, globulos rojos, globulos blancos y plaquetas), sin detectarse

ningin cambio significativo respecto al vehiculo (PBS).
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Figura 5. A. Volumen tumoral para las distintas formulaciones medido desde la semana 3 hasta la 9.

B. Numero de metastasis pulmonares para las distintas formulaciones. C. Necropsias pulmonares de los
distintos grupos de ratones, en funcion de la formulacion administrada. Las flechas negras sefialan los focos
tumorales metastasicos. D. Efecto sobre la neovascularizacion para las distintas formulaciones. E. Lesiones
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oseas para los distintos grupos. Las flechas sefialan los puntos donde hay lesion osea. (Fotos sacadas de C.
Liang et al., 2017).

IV. Aplicacion de CRISPR/Cas9 en el tratamiento del SIDA

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) tiene tropismo por los receptores
de quimioquinas C-C tipo 5 (CCRS5) de las células T, macroéfagos y otros tipos celulares. Se
ha visto que los individuos homocigotos o heterocigotos para una mutacion en el exén 4 del
gen CCRS que implica la delecion de 32 pares de bases (CCR5A32) desarrollan la
enfermedad de forma mas lenta o generan resistencia a esta infeccion, respectivamente
[64,65,606].

La resistencia podria adquirirse en individuos desarrollados a partir del trasplante de
c¢lulas madre hematopoyéticas que contengan la mutacion. Hay casos registrados de curacion
al VIH tras un trasplante alogénico con células madre hematopoyéticas a partir de un donante
CCR5A32 homocigoto [67]. El problema de este tipo de trasplantes es que no se puede aplicar
de forma generalizada, primero porque los individuos CCRS5A32 homocigotos no son
frecuentes, segundo porque se dan problemas de histocompatibilidad entre individuos con
distinto HLA, y tercero porque se requieren trasplantes de médula y ablaciones medulares
totales. Esto podria solucionarse mediante un trasplante autdlogo en el que el paciente actia
como su propio donante, como es el caso del presente estudio, donde se emplean células
pluripotenciales inducidas o iPSCs (del inglés induced pluripotent stem cells) obtenidas a
partir de las propias células del paciente, que pueden extraerse mediante la toma de una
pequefia muestra de sangre, transformarse en iPSCs, modificarse mediante edicion genética y
después diferenciarse a distintos tipos celulares de interés para posteriormente llevarse a cabo
el trasplante autologo.

Para producir la mutacion CCR5A32, imitando la que se produce de forma natural en el
ser humano y sin dejar ninguna otra secuencia residual, se emplea una estrategia en la que se
usa un transposon y la tecnologia CRISPR/Cas9, asi como las TALEN previamente citadas
(ver Apartado 4A), lo cual nos va a servir ademas para realizar una comparativa de la
efectividad de una u otra herramienta.

Se ve que a ambos lados de la secuencia que se pretende delecionar hay un
tetranucle6tido TTAA, por lo que se utiliza la tecnologia PiggyBac y se disefia un transposéon
que contiene dos de estas secuencias flanqueando genes de resistencia a puromicina y
neomicina, que posteriormente serviran para la seleccion de aquellas células que hayan

incorporado el transposoén por recombinacion homologa gracias a esas secuencias TTAA,
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eliminando esos 32pb, y por tanto que sean mutantes resistentes a esos antibioticos. Ese
transposon serd eliminado finalmente mediante la induccion de la expresion de una
transposasa, dejando en el genoma no mas huella que la delecion de esos 32pb (Figura 6).Para
aumentar la eficacia de la recombinacion homoéloga lo que se hace es previamente generar un
corte, para lo cual entran en escena Cas9 y las proteinas TALEN.

} 15kb
CCRS locus: B

e

—-mn—
Targeting >< /{ ;
Vector:
T mﬂqﬂl
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Homologous Recombination

| 6.7kb J
CCR5-PB: | 1 — 1
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Figura 6. Estrategia para producir la — =
mutacion CCR5435 sin dejar rastro, CCR5A32 mutation: lT’a"sP°s°“ Excision
usando la tecnologia piggyBac (Ye et al., B - B

2014) E2,3 = I E4LA_32! : !

Tras el diseio de un ARN guia (gRNA), que debe ser muy preciso debido a la
similitud entre las secuencias genéticas de CCRS y de CCR2, se cotransfectan las iPSCs,
previamente obtenidas, con el transposones y sgRNA/Cas9 o TALEN. Los resultados
demuestran una mayor eficiencia en la edicion bialélica para Cas9, asi como una menor
frecuencia de Recombinaciéon No Homologa (Figura 7), lo cual pone en evidencia la mayor

eficacia de la tecnologia CRISPR/Cas9 para este tipo de aplicaciones.

HR Biallelic NHEJ
Figura 7. Comparativa entre la eficacia Method efficiency  targeting efficiency  efficiency
de TALENSs y del sistema CRISPR/Cas9 TALEN (L538-R557) 100% 10% 45%
en actuar sobre el locus CCRS (Ye et al., CRISPR-Cas 100% 333% 25%

2014).

Ahora, para demostrar que las células mutantes obtenidas son realmente resistentes a
la infeccion por VIH-1 lo que se hace es diferenciarlas a monocitos y macrofagos. Después,
tanto éstas como macrofagos y monocitos obtenidos de iPSCs no mutantes (“wild tipe” o WT)
se cultivan durante 24 dias y se ponen en contacto con un VIH-1 con tropismo por CCRS5
durante 1 dia, tras lo cual el virus se retira mediante lavado, para posteriormente, a los 10 dias,
afiadir fito hemaglutinina para amplificar el virus. A partir del dia 16 se puede detectar la
replicacion viral en las células provenientes de iPSCs WT , pero no en aquellas células
provenientes de lineas mutadas (Figura 8).
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Los resultados por tanto demuestran que la mutacion CCR5A32 puede proporcionar
resistencia frente al virus, lo que, sumado a que los individuos que presentan dicha mutacion
no presentan otros efectos clinicos relevantes [64], hace que CCRS sea considerado como una
diana para la terapia génica del SIDA, y CRISPR/Cas9 como una herramienta para llevar ésta
a cabo. Una de las principales preocupaciones al usar esta herramienta es que se puedan
producir efectos fuera de la diana deseada, pero el estudio de estos efectos analizandose
cambios en la secuencia de las iPSCs parenterales y modificadas demuestra que estos no se

han producido, gracias probablemente a un buen disefio del gRNA.

5. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que el sistema CRISPR/Cas9 es una herramienta 1util en una gran
variedad de ambitos, siendo entre estos especialmente interesante por su repercusion el del
tratamiento de las enfermedades humanas. El gran interés que ha despertado ha llevado a que
en pocos afios se haya avanzado muchisimo en el conocimiento de su funcionamiento y de sus
aplicaciones practicas. Incluso en un futuro, podria llegar a poderse tratar enfermedades, tanto
de indole genética como no genética, como ya hemos sugerido a través de los ejemplos
practicos seleccionados, directamente en individuos adultos y que hasta ahora solamente
tenian tratamientos sintomaticos u agresivos, atacando directamente a la raiz del problema e
incluso llegar a hacer que éste desaparezca. No obstante para poder ver aplicado este sistema
en humanos aun se deben superar una serie de obstaculos, ya que a los problemas éticos que
supone la manipulacion genética en humanos se debe sumar una serie de problemas practicos.

En primer lugar el sistema entrafa riesgos por su mecanismo en si, ya que podria generar
cortes en lugares no deseados del genoma, produciéndose mutaciones que de forma potencial
lleven al desarrollo de un céncer u a otra deficiencia genética. Esto ha llevado a que

rapidamente se busquen formas de aumentar la especificidad de CRISPR/Cas9.
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Por otro lado, cuando se genera un corte de DNA para que la célula lo repare, se aporta
una hebra de DNA que deberd introducirse en el lugar adecuado mediante un proceso que se
conoce como reparacion dirigida por homologia o HDR (del inglés homology-directed
repair), solamente activo en células en division [68]. El problema es que la mayoria de las
células en el cuerpo humano de normal no se dividen, por lo que para solucionar esto es
necesario activar los genes de la HDR mediante determinados farmacos.

En tercer lugar esta el problema de vehiculizar la maquinaria CRISPR/Cas9 hasta el lugar
de accion. Para ello se han desarrollado distintas estrategias, incluyendo tanto vectores virales
como no virales [69], como es el caso del lipopolimero usado en el ejemplo del osteosarcoma.
Los vectores virales son una forma eficaz de vehiculizar el sistema, aunque uno de sus
principales problemas, ademas de su pequena capacidad de carga, es que el sistema
CRISPR/Cas9 seguiria produciéndose por las células incluso después de que el problema se
hubiera solucionado, llevando a que se produzcan cortes no deseados.

Por ultimo tenemos un problema de inmunidad, ya que la proteina Cas9 es exdgena al
cuerpo humano y por tanto podria actuar como un antigeno. De hecho se ha detectado
inmunidad adaptativa, tanto humoral como celular, pre existente en humanos frente a la
proteina Cas9, tanto de Staphylococcus aureus como de Streptococcus pyogenes [70]. Este
tipo de respuestas no solo podria resultar en una ineficiencia terapéutica, sino que podria
llevar a una respuesta inflamatoria sistémica, dando lugar a una importante toxicidad e incluso
la muerte [71]. No obstante, lo cierto es que para producirse dicha toxicidad es necesario que
la proteina entrara en contacto directo con el sistema inmune, lo que no pasa en la mayoria de
estrategias, tanto in vivo como in vitro, de vehiculizar el sistema CRISPR/Cas9. Por ello, los
anticuerpos IgG tampoco serian capaces de actuar frente a ella y de reducir su eficacia

terapéutica.
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