UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
FACULTADE DE MEDICINA E ODONTOLOXIA
TRABALLO FIN DE GRAO DE MEDICINA

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Avances da bioloxia molecular e celular na aplicacion
biomédica: Edicion xenOmica, terapia xénica e
inmunoterapia

Loureiro Veira, Martifio
Titor: Dr. Angel Maria Carracedo Alvarez

Cotitora: Dra. Catarina Allegue Toscano

Departamento: Medicina Xendémica
Curso 2020

Convocatoria: Xullo 2020



.

Indice

RESUITIO ..ttt e e et e e e et e e e e st eeeensbeeeeensaeeeeannsaeeens 3
INEEOAUCTION oottt ettt et et e et e et e e sbe e bt e enbeesaesnseeseesnseenneas 4
ODbXectivos € METOAOLOXIA ..uvveieiieiieeiiieiie ettt ettt et bee e eeeas 6
EdICION XENOIMICA ....eoiuviiiiiiieciieeciie ettt e et e e e e et e e st e e saaeeessseeessseeesseeennseesnnseeennes 7
4.1 Roturas de dobre cadea........c.oocuveeiieiiiiiieiieeie et 7
4.2 Sistemas de €diCiON XENOMICA.........cccueeeuierireeiientieeteesieeeteesteeeaeenseeeseesseessseenseesnseenseennne 9
4.2.1 ZFNS € TALENS. ...ttt ettt ettt sttt et e s a et et eseeeseeneaeaeenees 9
4.2.2 CRISPRACASY ...ttt ettt ettt sttt ae e 10
4.2.3 Ferramentas METXENLES .......c.ueeerureerrureerieeenieeesieeerreeeniteesareessuseesnsseessseeessseessssees 15
4.2.4 Outras técnicas de ediCiON XENOMICA........eeeevreerireerrieerieeerereeerreeesrreesereeesneesneees 16
4.3 O transporte nos Sistemas de €dICION. .......cc.eeeiieriieriieiierie ettt seeeeaens 17
4.3.1 MELOAOS fISICOS...uueeiuiieiieeiiieiie et etee ettt ettt e st e et eete e beessbeeseesnbeesseesaseenseesnseans 17
4.3.2 MELOAOS QUIMICOS .eiuvveeeiiieeiiieeiiieeeiteeeetteeeteeeeteeessseeessseeessseeessseessseessseesnsseesseens 17
4.3.3 Vectores virais € non virais, tranSPOIte i1 VIVO........cccueecueerueeeeueeneenieenieesneenieesneans 18
4.4 Aplicacions PrECHNICAS . .....eiuieitieeieeiiectie ettt et eete ettt e et e st e et e e nteeesbeeseessbeenseesnsaens 20
TEIAPIA XEINICA. . .eeeuvieeiiieeiiee ettt e eteeeeieeesieeestee e teeessaeeesaeeessaaesssaeessseaessseeessseeensseesnsseenns 21
5.1 Estratexias € fArmacos aprobados...........ccueeuieriieiiienieeiieiie et 21
5.2 Edicion xenética en terapia XEMICA ......c.eevueervreruiereeerieeeieeieesreeseesaeeseessseeseessseenseennns 27
INIMUNOLETAPIA....cecuviieeiieeeiee ettt e et e et e e et e e steeessteeessseeesaseeesaeeesaeeensseessneenns 30
6.1 Neoplasia € reSPOSta INIMUNE .........ccueeeieeriieiiretierieeiieesteeieesreeseesseeesseessreeseesseeeseennns 30
6.2 Estratexias de INMUNOLETAPIA........eecuieruieeiiieriieeieerreeteesieeeteeseeesteesseeesseesseeeseenaeeenseensns 30
0.3 CEIUIAS CAR T ..ottt ettt et a et e et et e sneeneeneas 32
6.3.1 Concepto. CAR Ts aprobadas ..........ccceeueeriieriieniieniieiieeie et 32
6.3.2 Universalidade € efectos adVersoS........ccueecuieriiiiiieniieiieie et 35
6.3.3 Novas Xeracions de CAR T ......c.ooooiiiiiiiieie ettt 36
6.3.4 CAR T e inhibidores de checkpoints .........c.cocvueeeeeieeciieeiieeeieeeee e 39
6.3.5 Papel de CRISPR-Cas9 nas novas CAR T........cccooiiiiiiniiiiiiiieeeeee e 39
ADTEVIACIONS ...t eiee ettt ettt e et e e st e e ste e e stee e taeeesbeeesaeeessseeessseesssseensseaessseeensseenn 41
BIblIOZIatia...cc.uvieeiiieeiie e e e e ae e e ebae e e 42



Indice de taboas

- Taboa 1: Ortélogos de Cas9 € PAMS .......ccccvveevvieeiieeeiieeciieee, 13
- Téboa 2: Tecnoloxias CRISPR.........cccccoiiiiiiiiiiieeee, 15
- Taboa 3: Farmacos aprobados para terapia xénica..............ccue.e.... 27
- Taboa 4: Ensaios con CAR Ts aprobadas...........cccceeeevuveercreeennnenns 34
- Téboa 5: Estratexias na cuarta xeracion de CAR Ts........ccccceeueene 38
indice de figuras
- Figura 1: Rutas de reparacion de roturas de dobre cadea................ 8
- Figura 2: Representacion comparativa das endonucleases.............. 9
- Figura 3: Representacion do sistema CRISPR ..........c.ccccceeiie, 11
- Figura 4: Estrutura de CRISPR-Cas9........c.ccccccvvevciveniiriiieeen 12

Figura 5: Sinais TCR e coestimuladoras. Esquema dun CAR.......33



1. Resumo

Nos ultimos anos describironse distintas ferramentas de edicion xendmica, € novas estan a
emerxer baseadas no sistema CRISPR-Cas9. Este, que emprega a proteina Cas9 cun sgRNA
como guia, destaca pola sua eficiencia, accesibilidade e versatilidade, sendo aplicado en campos
diversos. Con todo, presenta alguns inconvenientes, como os efectos off-target, que tefien que
ser tidos en conta na sua aplicacion. Na clinica, as ferramentas de edicion xendmica empréngase
experimentalmente para tratar enfermidades xenéticas in vivo e ex vivo, modificando células do
paciente como proxenitores hematopoéticos. Nesta revision estudaremos o funcionamento
destas ferramentas, as técnicas de transporte e, a través dunha vision de conxunto da terapia
xénica e a inmunoterapia contra o cancro, a sua aplicacion ao tratamento de enfermidades
xenéticas e o seu papel no desenvolvemento de novas células CAR T.



2. Introducion

Os avances en bioloxia molecular dos ultimos tempos tefien o potencial para cambiar a
forma na que se manexa a enfermidade xenética no campo da biomedicina. Se hai s6 trinta anos
se estaba a buscar cofiecer a secuencia do noso xenoma, hoxe non s6 temos medios técnicos
para poder cofiecer a secuencia dun individuo en concreto con certa facilidade, sendén que
dispofiemos de ferramentas para cambiala. Con elas, entramos nunha nova era na que se podera
ofrecer tratamentos curativos para pacientes con enfermidades xenéticas baseados na edicion
dos xenes causais (1).

A edicion xendmica consiste en cambiar o ADN dunha célula cunha precision tal que se
pode lograr unha especificidade dun s6 nucleétido. Para iso, dispofiemos dunha serie de
sistemas baseados en endonucleases programables, entre as que destaca polas suas vantaxes o
sistema CRISPR-Cas9. Estas enzimas permiten facer cortes no ADN e causar delecions,
alteracions do marco de lectura e insercions de novo material xenético. Tamén estdn a emerxer
novas estratexias de edicién xendmica, que expofieremos brevemente, como o base editing ou
o prime editing. Os primeiros avances na tecnoloxia de edicion xenética remontanse a 1994,
cando se describiu que roturas de dobre cadea estimulaban a recombinacion homologa,
permitindo a insercion de novas secuencias no ADN. Dous anos mais tarde, en 1996, deséfiase
a primeira nuclease con dedos de zinc (ZFN), que se emprega durante a primeira década dos
anos 2000, conseguindose en 2008 o knockout (KO) de CCRS en linfocitos T humanos. Ao ano
seguinte, 2009, describese o cddigo das TAL, que leva ao deseiio en 2010 das primeiras
TALENSs, que son empregadas ainda hoxe en dia. Pero foi en 2012 cando se desenvolve o
sistema CRISPR-Cas9, baseandose nos CRISPR bacterianos, que ata os nosos dias demostrou
gran utilidade tanto in vitro coma in vivo na edicion de células humanas (2).

Entendemos o concepto de terapia xénica como a inducion da expresion dunha secuencia
de material xenético (secuencia terapéutica) en células ou tecidos para a regulacion, reparacion,
substitucion, adicion ou deleciéon dunha secuencia xenética (3), para curar ou aliviar a
sintomatoloxia dunha enfermidade cos minimos efectos adverso. As ferramentas de edicion
xendmica permitennos facer cambios na secuencia de ADN de células humanas para terapia
xénica tanto ex vivo como in vivo, con limitacions que veremos mais adiante. As enfermidades
monoxénicas, ou de herdanza mendeliana, son posiblemente a aplicaciéon mais evidente. Son
aquelas enfermidades cuxa causa ¢ unha mutacion nun xene, e que se herda segundo patrons
mendelianos, en contraposicion as enfermidades complexas onde a carga xenética supén unha
parte da causa, combinandose con factores ambientais. Son na stia maioria enfermidades raras,
considerando a definicion europea (4), cunha frecuencia inferior a menos de 5 casos por cada
10000 persoas, pero que se estima que en conxunto poderian afectar a un total de 350 millons
de persoas no mundo . Ademais de seren dificilmente diagnosticadas na clinica pola sta baixa
frecuencia e o descofiecemento das mesmas, o seu tratamento tamén € unha barreira: distintas
administracions tratan de facilitar o desenvolvemento de novos “farmacos orfos” para estas
enfermidades que tradicionalmente non estaban na diana da investigacion farmacoloxica. Por
un lado, a xenética resulta unha ferramenta indispensable hoxe en dia no diagndstico e
caracterizacion destas patoloxias. Por outro, a terapia xénica abriu unha nova via de tratamento
para estes pacientes, e hai xa farmacos aprobados para algunhas enfermidades, coma a distrofia



muscular espifial (nusinerseen), a inmunodeficiencia severa combinada por déficit de ADA
(strimvelis) ou a distrofia muscular de Duchenne (eteplirsen) (5,6).

Mais a edicion xenética ten aplicacions clinicas mais ala da terapia xénica. A inmunoterapia
¢ unha forma de tratamento que ten como obxectivo desencadear, modular ou dirixir a resposta
inmune do suxeito, € no cancro trata de desencadeala fronte & neoplasia. Unha forma de
inmunoterapia son as CAR T, linfocitos T do paciente modificados para recofiecer antixenos
do tumor e activarse contra el. Como veremos, a edicion xenética xoga un papel fundamental
no desenvolvemento de novas CAR T (7).

Para o desenvolvemento desta clase de avances na biomedicina son necesarios equipos
multidisciplinares, debido ao caracter transversal dos problemas que se presentan. Dende a
bioinformatica, que ¢ vital non xa para facer modelos in silico de terapias ou técnicas, sendn
para algo tan basico como poder procesar, analizar e interpretar a inxente cantidade de datos
que se obtefien no cribado xenético. Datos que tamén tefien que ser interpretados dende o punto
de vista bioloxico para finalmente asociar a variacion xenética co desenvolvemento da patoloxia
en cuestion. Pero tamén a bioquimica, viroloxia, inmunoloxia... por citar algunhas disciplinas
cuxo ambito esta directamente relacionado, e por suposto, a xenética e a bioloxia molecular e
celular. O obxectivo sera a translaciéon dos descubrimentos na investigacion basica aos estudos
clinicos. O médico, pertencendo a un equipo clinico, debe servir de eixo entre o paciente € o
investigador, para que poidan facer entre todos dita translacion. E para isto, ¢ imprescindible
que cofieza 0s avances que acontecen na investigacion.

Nesta revision preténdese ofrecer unha vision de conxunto por un lado sobre as ferramentas
de edicién xendmica, centrandonos no sistema CRISPR-Cas9, e por outro nos ambitos de
aplicacion na clinica, a terapia xénica e a inmunoterapia, camifiando cada vez mais cara a unha
medicina personalizada.



3. Obxectivos e metodoloxia

Co seguinte traballo preténdese revisar a bibliografia sobre as técnicas de edicion xenética
existentes, prestando especial atencion ao sistema CRISPR-Cas9, e a sta aplicacion na clinica.
Para isto, ofrecerase unha vision de conxunto dos eidos da terapia xénica e a inmunoterapia,
revisando as distintas estratexias terapéuticas empregadas actualmente que se encadran neles, e
explorando mais exhaustivamente aquelas onde a edicion xenética ten maior relevancia.

Para a busca de informacion, empregouse a base de datos PubMed da U.S. National Library
of Medicine (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), tratando de incluir publicaciéns o mais
recentes posible, coa fin de reflexar na revision os tltimos avances nestes campos. Para a busca
de ensaios clinicos empregouse o rexistro ClinicalTrials da U.S. National Library of Medicine
(https://clinicaltrials.gov/). As buscas foron guiadas pola patoloxia ou pola intervencion
terapéutica (“Fabry disease”, “nusinersen” ou “thalassemia; gene therapy OR biologic”). Os
resultados foron filtrados segundo a adecuacion & busca realizada e o estado do ensaio clinico,
excluindo aqueles cuxos resultados xa foran consultados a través doutra fonte, asi como aqueles
que foran cancelados antes de comezar ou cuxo estado fose descofiecido. Tamén se consultaron
as paxinas da Axencia Europea do Medicamento (EMA) (https://www.ema.europa.eu/en), da
Food and Drug Administration (FDA) (https://www.fda.gov/), da Axencia Espafola do
Medicamento (AEMPS) (https://www.aemps.gob.es/), asi como as paxinas dos proxectos
OMIM (https://omim.org/) e Orphanet (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php).




4. Edicion xenomica

Antes de comezar a desenvolver as diferentes ferramentas de edicion xenética, e debido a
que a maioria delas se basean en provocar roturas de dobre cadea no ADN da célula, exporemos
os dous mecanismos principais de reparacion: a recombinacion non homologa ou NHEJ, (do
ingés nonhomologous end joining) e a recombinacion homoéloga (HR).

4.1 ROTURAS DE DOBRE CADEA

Segundo que mecanismo de reparacion vaia a darse na célula, os extremos das cadeas
adxacentes ao corte sufrirdn uns procesos ou outros (Figura 1). Os extremos atoparanse
conservados como romos, feito promovido pola unién aos mesmos da proteina Ku, cando se
produza a NHEJ. Nesta intervefien nucleases, polimerases e ligases ademais de outras
moléculas que actlian como cofactores. De entre as nucleases destaca a Artemis, que actiia en
complexo con protein quinases dependentes de ADN, evita que se formen estruturas aberrantes
(hairpins) no extremo romo do ADN e semella imprescindible para a posterior formacion dunha
unioén estable. De entre as polimerases podemos enumerar as Pol mu e Pol lambda, capaces de
interactuar con Ku e xerar homoloxias entre os extremos mediante a adicién sen moldes de
nucledtidos. A ligases como o complexo Ligd-XRCC4 serian as moléculas encargadas de
estabilizar definitivamente a reparacion do fragmento. Estes complexos moleculares son moi
flexibles & hora de actuar, sendo este mecanismo o mais utilizado polas nosas células, pero
tamén producen resultados heteroxéneos. De feito, o mais frecuente neste tipo de reparacion ¢
que se produzan erros. As actividades de Artemis e as polimerases poden causar microdelecions
€ microinsercions respectivamente, o que altera o marco de lectura (8).

Para que se produza a recombinacion homologa ¢ necesaria unha secuencia de ADN
homologa a secuencia que se repara (en azul na figura). Esta secuencia adoita provir da
cromatide irma, pois existen mecanismos que evitan o uso do cromosoma homoélogo. Deste
xeito, a recombinacion homologa s6 € posible en fases do ciclo celular onde existe dita
cromatide, fases S e G2. Ao comezo actua sobre a secuencia o complexo MRN, que produce
unha reseccion nunha das febras dos extremos da rotura, convertendo ditos extremos en
cohesivos. Posteriormente Unese a proteina RPA, que permite 4 stia vez a participacion de outras
(como a RADS51 ou as BRCA) e catalizase un armazén filamentoso sobre o extremo. Este vai
levar 4 invasion dunha dobre febra de ADN (en azul na figura) que se estabiliza nun bucle D
(D-loop formation) en presenza dun nivel de homoloxia elevado, proceso que leva 4 formacion
dun heterodimero. A secuencia homologa dirixirda a sintese da cadea cortada, que
posteriormente sera estabilizada a través de ligases, resultando na reparacion do dano. Estes
procesos estan influenciados polo grado de pregamento do ADN, e vense influidos por
topoisomerases que alteran a conformaciéon do mesmo. Ademais, tamén esta descrita outra
estrutura chamada double Holiday junction, na que se produce unha invasion mutua das febras,
pero que € menos importante cuantitativamente falando. Finalmente, existen outras rutas
secundarias, pero que non abordaremos por seren menos relevantes (9).
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Figura 1: principais rutas de reparacion das roturas de dobre cadea e enzimas implicadas, segundo a
homoloxia necesaria. Figura adaptada de (8)

Estes procesos son clave para os métodos de edicién xenética que veremos a continuacion.
A recombinacion non homologa (NHEJ) tende a desprazar o marco de lectura dentro dun xene:
unha delecion dun sé nucledtido altera o agrupamento de nucleodtidos a partires del (tres
nucleotidos, un cédon, un aminoécido) polo que alterara todos eses coddns, con probablidades
de xerar un codon de parada prematuro. Deste xeito, a reparacion por este método facilita a
obtencion de KOs, ou sexa células ou organismos modificados para perder a expresion dun
xene. Doutro banda, a recombinacion homologa (HDR) € o procedemento polo que unha célula
pode introducir un transxene nunha rexion concreta, se lle subministramos un fragmento de
ADN cunha secuencia homologa en torno 4 rotura. Polo tanto, tamén se fai importante poder
modular a resposta celular segundo os nosos intereses. Por exemplo, a HDR s6 ¢ posible durante
certas fases do ciclo celular (S e G2) nas que a replicacion do ADN esta completa e as
cromatides irmas estan dispoinibles para servir de molde (10). Asi que técnicas coma a
sincronizacion do ciclo celular con nocodazol e ABT-751 son especialmente utiles para
minimizar reparacions polo proceso non desexado. Seria idoneo poder inhibir as moléculas que
producen a NHEJ cando se pretende facer unha HDR, xa que se pensa que este induce insercions
aleatorias cando se subministra ADN foraneo a unha célula, con consecuencias imprevisibles

(11).



4.2 SISTEMAS DE EDICION XENOMICA

4.2.1 ZFNs e TALENSs

Vimos que as roturas de dobre cadea son un punto de partida que nos permite tanto a
introducion de material xenético fordneo como a alteracion do marco de lectura. O uso de
endonucleases programables demostrouse hai tempo como método para aumenta a eficiencia
tanto dos fenomenos de NHEJ como de HDR en células animais (12,13). As endonucleases son
enzimas con actividade catalitica sobre os enlaces entre nucle6tidos localizados no interior
dunha cadea de ADN (en contraposicion as exonucleases que actuan sobre os extremos). As
endonucleases programables son enzimas de diversos orixes que actiian sobre secuencias que
recofiecen de forma especifica, con certas limitacions para cada enzima. Os sistemas baseados
nelas son hoxe ferramentas clave 4 hora de manipular un xenoma, e empréganse as nucleases
en dedos de zinc (ZFNs de agora en adiante), as nucleases asociadas a efectores semellantes a
activadores da transcricion (TALENSs) e a mais a Cas9 (proteina 9 asociada a CRISPR).

As ZFNs son proteinas formadas por duas rexions diferenciadas: unha zona de unién ao
ADN formada polos dedos de zinc e outra rexion de corte formada pola enzima Fokl (Figura
2). Os dedos de zinc son estruturas proteicas que existen na natureza en forma modular, de uns
30 residuos de conformacion BPa ricos en cistina e histidina. Na cabeza da hélice a tefien a
capacidade de interactuar cunha secuencia de tres pares de bases, con relativa independencia
dos moédulos adxacentes. Construindo estruturas de tres a seis dedos de zinc de lonxitude
podemos conseguir unha alta especificidade para recofiecer unha secuencia concreta (14). A
enzima Fokl ¢ unha endonuclease de restricion capaz de producir unha rotura de dobre cadea
cando dimeriza. O tipo salvaxe pode formar homodimeros, que reducirian a especificidade,
pero hoxe empréganse formas modificadas que reducen a probabilidade de que isto suceda (15).
Desta maneira, con duas ZNFs, unha delas recofiecendo a secuencia previa ao punto de corte
desexado e a outra a secuencia posterior, mantendo unha separacion entre 5 e 7 pares de bases,
formarase un heterodimero sobre o punto desexado, obtendo recofiecemento de secuencias de
entre 18 e 36 pares de bases (15,16).
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Figura 2: representacion esquematica comparativa das tres endonucleases: A) ZFN, B) TALENs e C) CRISPR-
Cas9. Figura obtida de (17)



Os ZFN tefen presentan certas debilidades como ferramenta de edicion xenética. Non
existen dedos de zinc capaces de reconiecer todas as combinacions de trinucleotidos, sendo mais
eficientes en rexions ricas en guanina. Polo tanto, non permiten facer cortes en calquera porcion
do ADN, senon que ¢ preciso atopar puntos especificos que postian as combinacidéns que
podemos recofiecer coas ZFN (Figura 2) (15). Ademais, non todas as ZNFs ensambladas son
funcionais, e moitas que resultan utiles in vitro non o son despois in vivo, por exemplo porque
a disposicion tridimensional da cromatina lles impide o correcto acceso & secuencia (16).
Finalmente, presentan unha taxa de éxito relativamente baixa, con alta capacidade citotoxica e
con efectos off-target. (15) Todo isto fai que o desefio e a validaciéon dunha ZFN para un locus
especifico sexa complexo e custoso, € por iso non son unha ferramenta amplamente empregada

(18).

As TALENSs son nucleases que comparten coas ZFNs a stia porcion catalitica (a enzima
Fok1) pero que empregan os TALE como forma de uniéon ao ADN. Os TALE son proteinas que
utilizan as proteobacterias do xénero Xanthomonas para alterar a expresion xenética dos
vexetais que infectan. As TALEs naturais estan formadas por repeticions altamente conservadas
duns 35 aminodcidos, con dous residuos variables nas posicions 12 e 13. Pola conformacion
espacial da proteina en torno ao ADN, estes dous aminoacidos sitianse no suco maior da hélice
e interactiian cunha soa base nitroxenada (19). Deste xeito, describiuse que dependendo de cales
sexan estes aminodcidos, recofieceran unha ou outra base, seguindo un cédigo que se mantén
en TALEs desenadas para outras dianas (20). Por isto, as TALENs poden actuar sobre calquera
secuencia de ADN (Figura 2) coa condiciéon que o extremo 5’ remate nunha timina, ainda que
a importancia desta limitacion non esta de todo clara, e algiins autores suxiren que unha citosina
tamén seria valida (15,21). Deste xeito, presentan menos limitacidons en canto 4 diana que as
ZFNs. A metilacion do ADN nas citosinas tamén pode ser un impedimento, ainda que pode ser
solucionado na fase de desefio (15).

As TALENS son mais doadas de desefar que as ZFNs, existindo ferramentas informaticas
e bibliotecas de secuencias que facilitan o proceso. Hai diversos procesos de ensamblaxe como
o Golden Gate que pretenden optimizar a sua sintese. Ainda asi, o proceso segue sendo longo
e complexo. Respecto as ZFNs presentan tamén a vantaxe de inducir maiores taxas de mutacion
a través de NHEJ, menos efectos off-target € menor citotoxicidade (15).

4.2.2 CRISPR-Cas9

CRISPR ¢ a sigla de Clustered Regularly Interspaced short Palindromic Repeats, ¢ dicir,
secuencias palindromas curtas repetidas e espazadas regularmente. Un primeiro bosquexo da
sua existencia en Escherichia coli atbpase nunha publicacion de 1987 (22), onde os autores
atopan unha estrutura formada por secuencias con simetria repetidas e separadas por outras
secuencias curtas. Foi no ano 2000 cando o equipo de Mojica (23) describe e nomea estas
secuencias repetitivas curtas, de 24 a 40 bp, espazadas por secuencias unicas de 20-58 bp en
distintas bacterias e arqueas, tratdndose dunha estrutura relativamente conservada. Neste
traballo ademais atopan que estas secuencias contifian dominios de unién a proteinas, polo que
parecia existir un sistema proteico asociado. En 2005 diversos autores observaron que a orixe
das secuencias que separaban as repeticions tifian orixe viral, € xunto con outras publicacions
que amosaban a existencia das Cas, proteinas asociadas a CRISPR, postulouse que o sistema
funcionaba como sistema de defensa en procariotas (24). En 2008 demdstrase que un complexo
de Cas pode empregar RNA para interferir a proliferacion viral en E. coli. Tras unha serie de
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fitos e descubrimentos que permitiron caracterizar mellor o sistema, en 2012 Doudna e
Charpentier postulan o emprego da Cas9 como ferramenta de edicion xenética (18).

Existen distintos sistemas CRISPR, pero todos eles integran tres procesos comuns:
adaptacion, bioxénese e interferencia (ver figura 3). No proceso de adaptacion, o sistema
integra dentro do cromosoma bacteriano unha porcion de material xenético invasor, entre daas
das secuencias repetidas de CRISPR (spacer). No proceso de bioxénese, sintetizase ¢ madura
unha guia de RNA que guiard s nucleases no proceso de interferencia, no cal se neutraliza o
ADN foraneo. (25).
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Figura 3: representacion do sistema CRISPR de tipo Il, onde se poden ver as tres fases do proceso (adaptacion,
expresion e interferencia) e os elementos celulares mais importantes que participan. Adaptado de (26).
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Existen duas clases de sistemas CRISPR, que tamén se dividen en tipos. Nos sistemas de
clase un (tipos I, III e IV) emprégase un complexo proteico na interferencia, mentres que nos
de clase dous (tipos II, V e VI) s6 € necesaria unha nuclease. O tipo II (ver figura 3), cuxa
nucelase ¢ Cas9, emprega un proceso de adaptacion baseado no recofiecemento da PAM. A
PAM ¢ un motivo de tres nucledtidos na secuencia que recofiece a proteina Cas9, adxacente &
diana (protospacer), pero que non atoparemos adxacente ao spacer. Na bioxénese, a célula
expresa o spacer, formando un RNA (pre-crRNA) que sufrird un proceso de maduracion ata
formar o crRNA. Este require dun segundo RNA (tracrRNA), que media a interaccion en
crRNA e Cas9. Agora, empregando o crRNA de guia, complementario do protospacer formado
por material xenético foraneo, producirase a interferencia. Para Cas9 o recofiecemento da PAM
€ necesario para catalizar a rotura do ADN, e permite evitar que a nuclease corte 0 cromosoma
bacteriano e se limite unicamente a afectar ao acido nucleico foraneo. Isto € por que a PAM s6
esta presente neste ultimo e non no material xenético da bacteria, xa que non forma parte da
secuencia que se integra no proceso de adaptacion, sendn que estd adxacente a ela (25).

O sistema tipo II ¢ o atopado en especies coma o Streptococcus pyogenes ou o0
Staphilococcus aureus. A Cas9 ten un tamafio de 1368 aminoacidos (cuxa codificacion require
aproximadamente 4,2 kb) e presenta unha serie de rexions con distintas funcions. A rexion PI,
no extremo carboxiterminal, ¢ aquela que interroga o DNA na busca de PAMs, permitindo o
resto de interaccions da molécula. A rexion NUC separa as febras de ADN para enfrontar unha
delas ao RNA guia, interrogalas. A carga positiva dos seus aminoacidos atrae cara si unha das
febra de ADN rompendo as pontes de hidroxeno que as unen. Se o ADN e o RNA son
complementarios, activanse as rexions de corte: HNH corta a febra diana, e a rexion Ruve-I
corta a sia complementaria (que coincide coa secuencia do sgRNA) (Figura 3) (18).

sgRNA

Cas9 protein ‘g. /,m

—-—
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54 g 3
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5 NNNNNNNNNAANNNCNNNG \ P S

Target sequence PAM

Figura 3: Estrutura de CRISPR-Cas9, o sgRNA coa seed region e o bucle de union a Cas9 (verde) e a PAM na
secuencia diana. As tesoiras representan as rexion HNH (superior) e Ruvc-1 (inferior). Figura obtida de (27).
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A utilizacion de Cas9 como ferramenta de edicion xenética precisa en primeiro lugar, a
nucleasaCas9; en segundo lugar, un RNA que sexa por un lado complementario 4 secuencia
que queremos cortar e polo outro contefia a secuencia de union a Cas9, que chamaremos sgRNA
(RNA guia sintético); en terceiro lugar, a secuencia a modificar debe comezar por unha PAM,
xa que se non a interaccion entre ADN e Cas9 non sera estable, dificultando o corte (Figura 3).
Ainda que inicialmente a PAM ¢ unha limitacion importante, hoxe cofiecemos os aminoéacidos
da secuencia de Cas9 que condicionan a unién & PAM, polo que se poden desefiar
endonucleases modificadas que recofiezan PAMs diferentes (28), e dispoiiemos de variedade
de moléculas ortélogas de Cas9 procedentes de distintas especies bacterianas, de diferentes
tamafios e que recofiecen distintos PAMs (29) (Ver Téboa 1).

Taboa 1: distintas Cas9 e as PAM que recofiecen. Adaptada de (30)

Cas9 PAM Cas9 PAM
Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus 3" NNGRRT ou
(SpCas9) 3'NGG (SaCas9) NNGRRR(N)
3'NGG (e NAG

SpCas9 variante D1135E reducido) AsCpf1 e LbCpf1 5TTTV

SpCas9 variante VRER 3'NGCG AsCpf1 RR e LbCpf1 RR 5 TYCV

SpCas9 variante EQR 3' NGAG AsCpf1 RVR 5 TATV
SpCas9 variante VQR 3" NGAN ou NGNG Campilobacter jejuni 3" NNNNRYAC
xCas9 3' NG, GAA ou GAT Neisseria meningitidis 3" NNNNGATT
SpCas9-NG 3'NG Streptococcus thermophilus 3' NNAGAAW

Observouse que, como comentamos con outras endonucleases, cando se emprega CRISPR-
Cas9 producense cortes en lugares que non corresponden coa secuencia diana, chamados off-
target. Estes efectos parecen deberse a que Cas9 ten certo nivel de tolerancia con pequenas
diferencias de complementariedade entre o sgRNA e a secuencia diana (28). Isto unido a que a
eficiencia da enzima varia para secuencias adxacentes igualmente accesibles, suxire
interaccions secundarias entre o ADN diana e certos residuos da proteina que axuden a
estabilizar a union en ausencia de complementariedade perfecta. Pensouse que algunha forma
de reducir os efectos off-target € aumentar a especificidade poderia ser o emprego de nickases
dobres, de forma analoga aos sistemas das ZFNs e das TALENs. Unha nickase (nicking enzyme)
¢ unha Cas9 modificada para perder a actividade catalitica en HNH ou en Ruve-I, de xeito que
soamente corta unha das cadeas. Obtendo a rotura de dobre cadea a través de dous fendmenos
de rotura sinxela independentes reducimos a probabilidade de que este fendmeno se produza
fora da secuencia diana. Outra ¢ optimizar a lonxitude dos sgRNAs, para mellorar a
especificidade e a eficiencia. O grao de pregamento do ADN e polo tanto o accesible que sexa
tamén € un factor que infliie na actividade e eficiencia (18). Poderianse facer modificacions de
Cas9 para reducir estes efectos, como diminuir a carga positiva da rexion NUC, ainda que isto
poderia afectar 4 sua eficiencia (28). Hoxe temos mellor caracterizadas estas interaccions e
cofiecemos outros factores que poderian estar relacionados, como a estrutura secundaria do
sgRNA que empreguemos, a localizacién no xenoma ou a presenza de rexions hipersensibles a
accion da Dnasel (rexions menos condensadas de ADN) (31). Existen diversas ferramentas
informaticas que axudan no deseiio de sgRNAs como o E-CRISPR, outras que buscan PAMs
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seguidas de secuencias parcial ou completamente complementarias ao noso sgRNA ao longo
do xenoma (como CFD) e outras que tratan de integralas con estes outros factores, (como por
exemplo Elevation ou CRISTA), estas ultimas con mellores resultados para predicir efectos off-
target (31).

A actividade de CRISPR-Cas9 foi medida en moitos experimentos, e os resultados obtidos
foron variables. O principal condicionante desta ¢ o desefio do sgRNA, existindo unha serie de
pardmetros que ¢ interesante cofiecer de cara a optimizar o desefio e a eficiencia do sistema.
(31). Dos relacionados coa secuencia, as posicions mais importantes localizanse proximas a
PAM a unha distancia de 8-12 nucléotidos, dentro do que se chama seed region (Figura 3).
Algunhas destas variables son posicions de nucledtidos concretos (por exemplo, o situado na
posicion 20 do sgRNA, adxacente & PAM, que estd involucrado na separacion das febras de
ADN e na formacién do bucle R onde o RNA hibrida co ADN); a proporcion de CG na
secuencia; estar a secuencia diana preto dunha rexién promotora (posiblemente pola stia maior
accesibilidade); a estrutura secundaria do gRNA (se a seed region tende a formar estrutura
secundaria, aumenta a eficiencia) (32); a presenza de varias secuencias PAM na cadea diana,
que ¢ un factor inhibitorio (33); a abundancia de timinas ou a presenza dunha guanina
inmediatamente corrente arriba 8 PAM (31). E importante 4 hora de avaliar os resultados ter en
conta 0 método co que o midamos, xa que empregando a secuencia de ADN podemos detectar
modificacions que non sexan funcionais, e empregando unicamente o fenotipo das células
modificadas podemos pasar por alto edicidons que sexan silentes pero realmente tivesen lugar.
Isto influe na efectividade dos modelos informéaticos empregados para a predicion dos efectos
on-target, creados con técnicas de machine learning, como Random Forest € Support Vector
Machines (31). Actualmente séguese a investigar na predicion do comportamento e as
interaccions epixenéticas segundo a secuencia do sgRNA, coma o traballo recentemente
publicado por Guishan Zhang (34) que combina as maquinas de soporte vectorial con redes
neuronais.

Alguns autores describiron que a utilizacion de CRISPR-Cas9 en certas lifias de
precursores hematopoéticos induce a morte celular mediada por activacion de p53 nunha
porcentaxe importante (80%) das células editadas, comprometendo a eficiencia. Esta activacion
seria consecuencia da deteccion das roturas de dobre cadea no ADN. A expansion clonal destas
células poderia seleccionar positivamente mutantes de p53, ainda que a inhibicion transitoria
desta via reduciria o risco. E precisa unha mellor caracterizacion deste fenomeno e debe terse
en conta o risco, debido a que a utilizacion de células editadas en transplantes de precursores,
en caso de xerarse mutantes de p53, poderia ter consecuencias perigosas, como a aparicion de
neoplasias hematoldxicas (35).

A principal vantaxe do sistema CRISPR-Cas9 sobre os outros sistemas ¢ a sla
accesibilidade: s6 ¢ necesario desefiar un sgRNA, en vez do complexo e longo proceso de
desefio e validacion das TALENs ou ZFNs. Ademais, a densidade de secuencias diana ¢
comparable 4 das TALEN:S, igual que a eficacia (que ainda que ¢ superior s ZFNs, ¢ variable)
e a baixa citotoxicidade. Outra vantaxe de CRISPR-Cas9 ¢ que permite a edicion de diferentes
dianas a0 mesmo tempo empregando mais dunha guia (multiplexed editing) e mesmo diferentes
endonucleases simultaneamente. (15).

Ademais sua funciéon como endonuclease, existen outras tecnoloxias baseadas en CRISPR-
Cas9 con diferentes aplicacions: dCas9 ¢ unha Cas9 mutada sen capacidade de cortar o ADN e
que pode ser utilizada como plataforma e guia para outras moléculas. Por exemplo, para regular
a expresion xénica (CRISPRi1 e CRIPSRa) ou asociando a substancias fluorescentes para marcar

14



secuencias. Amosamos unha taboa (Taboa 2) con algunhas das diferentes tecnoloxias baseadas
en CRISPR.

Taboa 2: tecnoloxias CRISPR

Nome Cas Moléculas asociadas Funcion Ref
CRISPRa d-Cas factores de transcricion activacion dun xene (1)
CRISPRi d-Cas inhibicion da RNA-pol represion dun xene (1)
CRISPR-X d-Cas Citidina-deaminase xerar diversidade xenética dirixida  (36)
EvolvR nickase ADN polimerase IV xerar diversidade xenética dirixida (1)
Editor de bases d-Cas nucleotido desaminase cambio de bases (37)
Cascade Cas3 delecions de ata 100kb (1)
oligonucledtidos visualizar secuencias en vivo e en

LiveFISH Cas9/Cas13  fluorescentes tempo real (38)
Transposase asociadaa Cas3 ou

CRISPR Cas12 Tnt7-like transposase insercions (39)
Prime editing nickase Retrotranscriptase insercions, delecions e correccions  (40)

4.2.3 Ferramentas emerxentes
4.2.3.1 Editores de bases

Malia as stias vantaxes, o sistema CRISPR-Cas9 segue a basearse en roturas de dobre cadea
e a correccion das mutacions a través de HDR. Por isto, pode producir microinsercions e
delecions (indels) por activacion dos fenomenos de NHEJ, con certa heteroxeneidade nos
produtos da edicion, o que motiva o desefio de variantes baseadas noutros principios: os editores
de bases (base editing, BE). O BE permite producir mutacidons de transicion sobre un so
nucleétido, cambiando C a T(CBE, APOBECI1) ou A a G (ABE, TadA),etamén TaCe G a
A se a que editamos ¢ a cadea complementaria. Consiste na asociaciéon dunha dCas9 cunha
desaminase que actia sobre a cadea de ADN que non se une ao sgRNA no bucle R. Nesta cadea
producese unha pequena fiestra de catro ou cinco pares de bases (variable segundo a proteina
usada, pero en torno 4 posicion 6 contando o PAM en 21-23) sobre as que pode actuar a enzima.
Ainda que hai diferenzas entre CBE e ABE, presentan impurezas na edicion, xeran indels, tefien
actividade off-target, producen edicions “colaterais” (bystander edits, cambios en nucleotidos
adxacentes 4 diana) asi como outras limitacions (37).

4.2.3.2 Prime editing

Recentemente describiuse o prime editing (PE), que consiste na asociaciéon dunha nickase
cunha retrotranscriptase empregando como guia e molde un pegRNA (prime editing guide
RNA) (40). Este RNA poste, como os outros, dominios complementarios ao ADN diana e
dominios de union a Cas9, pero ademais inclue unha transcricion a RNA da secuencia que se
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pretende editar. Deste xeito, ao cortar unha febra de ADN exponse un extremo 3’ a partir do
cal se retrotranscribe a informacion contida no noso pegRNA a ADN cromosémico. Isto deixa
dous flaps, un 5’ coa secuencia orixinal e un 3’ coa secuencia editada, dos cales 0 5’ ten mais
probabilidades de ser degradado por enzimas celulares, resultando na incorporacion da
secuencia modificada. A disparidade entre secuencia editada e salvaxe pode resolverse a favor
de calquera das duas, pero se diriximos unha nickase que corte a salvaxe, a célula tendera a
utilizar a editada como molde para reparar a outra e non ao revés. Esta segunda nickase debera
ter unha diana diferente a primeira (PE3), ou empregar como tal a secuencia xa modificada
(PE3b), para evitar roturas de dobre cadea. O prime editing permite editar SNPs, realizando
calquera cambio de base, con menor eficiencia que BE na fiestra de edicion, pero maior fora
dela. Tamén permite insercions e delecions pequenas, e delecions de gran tamano,
demostrandose como unha ferramenta versatil. Mostra menor actividade nos efectos off-target
cofiecidos da Cas9-sgRNA convencional e unha menor taxa de inserciéns e delecions
indesexables. Permite a eleccion de diferentes secuencias diana, dianas da nickase secundaria,
pegRNAs e cal das febras editar, o que leva a dispofier de diversas posibilidades de
optimizacién (40). Tratase dunha técnica nova e prometedora, pero polo momento sé foi
empregada in vitro en algunhas lifias celulares de laboratorio, polo que require de maior
desenvolvemento, sendo a transporte unha das principais dificultades que se presentan (1).

4.2.4 Outras técnicas de edicion xenomica

Ademais das endonucleases xa expostas, existen outras ferramentas de edicion xendmica
anteriormente descritas, e que seran brevemente cometadas. E o caso dos sistemas de
recombinases especificas Cre-loxP e Flp-FRT, que provefien do bacteriofago P1 e de
Saccharomyces cerevisiae, respectivamente. Tratase de enzimas da clase tirosina kinase
capaces de recofiecer secuencias de nucledtidos no ADN (os loci loxP e FRT) e catalizar un
intercambio entre ambas cadeas. Se as duas secuencias se atopan nunha mesma cadea pode
conseguirse a exclusion da secuencia que se atopa no medio, sendo unha ferramenta 1til para
xerar KOs. Unha das principais desvantaxe ¢ que as recombinacions son reversibles, polo que
se desenvolveu un terceiro sistema, a ®C31, que s6 recombina nunha direccidon. Estas
ferramentas foron empregadas en animais e células humanas para modelar enfermidades,
desenvolvéndose técnicas para obter especificidade de tecido, KOs inducibles (tetraciclinas e
tamoxifeno), ou as trampas xénicas (gene trapping), baseadas na inversion da secuencia,
invalidando a sua funcidn de xeito reversible. Estas técnicas estan limitadas porque soamente
poden actuar sobre os lugares que recofiecen, ademais de que producen altas taxas de letalidade
nas c¢lulas (41).

As nanoparticulas de PNA son andlogos de acidos nucleicos estruturadas en esqueletos
peptidicos que lles confiren resistencia & degradacion. Poden recofiecer secuencias concretas e
invadilas formando distintas estruturas segundo o tipo de PNA (bis-PNA, tail clamp (tcPNA),
pseudo complementary (pcPNA), e gammaPNA). O seu mecanismo de accion estd baseado na
inducion da reparacion do ADN mediante escision de nucleétidos (NER), reparando o mutante
grazas a unha secuencia homologa. Poden ser transportadas ao interior das células acompanadas
por distintas particulas, como os CPPs e outros vectores quimicos. Ofrecen a vantaxe de evitar
as roturas de dobre cadea das endonucleases, sendo en principio mais seguras, pero a sta
eficiencia ¢ da orde de 0’5 a 5%. Foron emrpegadas para corrixir mutacions patoxenas en lifias
celulares hematopoéticas humanas (42).
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4.3 O TRANSPORTE NOS SISTEMAS DE EDICION

A edicion do ADN dunha célula mediante CRISPR-Cas9, ou calquera outro método,
require de que transportemos certas moléculas ao seu interior. O proceso de transporte adoita
conceptuarse con dous elementos: a carga e o medio de transporte. A carga pode ser un
fragmento de ADN que codifique Cas9 e o sgRNA, mRNA para traducilo a Cas9 e sgRNA ou
ben a proteina Cas9 directamente co sgRNA (ribonucleoproteina, ou RNP). Con este ultimo
método, se ben non logramos unha expresion duradeira de Cas9 que pode ser desexable en
alguns casos, podemos controlar mellor a cantidade de Cas9 que hai na célula nun momento
dado reducindo os efectos off-target. Os medios de transporte podemos clasificalos en tres
grandes grupos segundo a stia natureza: medios fisicos, quimicos e bioldxicos (vectores virais
e vectores non virais) (43). Neste traballo farase unha distincion entre os métodos de aplicacion
fisica e quimica, de uso in vitro ou ex vivo, e os métodos con vectores, que ademais diso poden
ser empregados tamén in vivo.

4.3.1 Métodos fisicos

Dentro dos métodos empregados in vitro destaca a microinxeccion, un método fisico
considerado gold standard. A microinxeccion permite evitar barreiras ao transporte como pode
ser a matriz extracelular, non esta limitada polo peso molecular da carga e permite o control das
cantidades introducidas. Pero ten limitacions, xa que as células unicamente adoitan tolerar unha
soa inxeccion, e ¢ un proceso laborioso e complexo. Habitualmente faise unha inxeccion
citoplasmatica de mRNA de Cas9 e dos sgRNA, o que permite unha expresion da molécula ata
que o mRNA se degrada no citoplasma. Isto permite que se produzan menos efectos adversos
que coa inxeccion intranuclear de ADN, que da lugar a unha expresion de Cas9 mais duradeira
e menos controlada, con maior probabilidade de efectos off-target (43).

A electroporacion ¢ outro método frecuente, baseado na utilizacion de pulsos eléctricos de
alto voltaxe para abrir canais nanométricos a través da membrana celular polos que poden entrar
os compofientes ao citoplasma. Emprégase en cubetas ou camaras especificas, nas que as
células se atopan bafiadas nun medio onde estdn presentes as moléculas que desexamos
transportar (43). Ainda que tamén esta descrito o seu uso en embrions de rato intra-utero, non
¢ habitual que se empregue desta forma (44).

4.3.2 Métodos quimicos

O fosfato célcico € un medio quimico que forma complexos ADN-Ca> que precipitan,
unense a cargas negativas da membrana e inducen endocitose. O FuGENE-6 ¢ outro método
quimico, unha solucién comercial con lipidos non liposomais entre outros compoiientes,
empregada para transportar secuencias xénicas ao interior das células. Os CPPs son pequenas
cadeas de aminoacidos con caracteristicas de polaridade variables, que permiten recubrir
diferentes moléculas e introducilas en distintos tipos celulares, segundo o desefio de CPP
empregado (43).

Os nobelos de ADN (DNA nanoclews) son unha nova tecnoloxia desefiada para transportar
CRISPR-Cas9 ao interior da célula. Consiste en estruturas formadas por este dcido nucleico que
se autoensamblan en formas esféricas, por estaren formadas por secuencias palindromicas,
quedando ocas no interior. Poden transportar unha carga e, baixo certas condicions bioloxicas,
por exemplo o pH, cambiar de conformacion e liberalas. Resultan altamente eficaces e poden
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ser empregadas en combinacidn con outros métodos, como por exemplo a polietilenimina (PEI)
un polimero que permite amortecer o pH dos endosomas, facilitando o escape das moléculas
transportadas (43,45). Ningun destes métodos quimicos se emprega in vivo.

4.3.3 Vectores virais e non virais, transporte in vivo
4.3.3.1 Vectores virais

Os vectores virais baséanse na utilizacion do virus, que aporta especificidade de tecido e a
capacidade de atravesar a membrana plasmatica, como contedor para a carga desexada,
podendo ser usados tanto in vitro coma in vivo. Empréganse tres familias, os AAV (asociados
a adenovirus), os LV (lentivirus) e os AdV (adenovirus). AAV non integra o material xenético
no ADN da célula sendn que se mantentén independente do cromosoma, reducindo o risco de
que se produzan aberracions xenéticas no proceso de integracion. AdV integra no xenoma, asi
como LV, o cal ten unha alta eficacia, ocasionando unha expresion mais prolongada pero
incotrolada e que comporta o risco de mutacions potencialmente perigosas. Existen variantes
de LV que non integran, pero perden a sua maior eficacia. Segundo o efecto desexado pode
escollerse un ou outro vehiculo: a expresion mantida de Cas9 leva a unha maior efectividade,
pero a costa de aumentar os efectos off-target, e non sempre teria por que ser desexable. Os
mais axeitados para a utilizacion terapéutica in vivo semellan ser os AAVs (1,43,45).

Os AAV son virus ADN de cadea tnica, versatiles en canto a serotipo e especificidade e
provocan pouca resposta inmune, non sendo patdxenos humanos cofiecidos. O maior problema
radica na capacidade da particula viral, que ten pouca mais capacidade que o ADN
imprescindible para Cas9 e 0 sgRNA, o que deixa pouca marxe para introducir outros elementos
para optimizar o proceso. Para solucionalo intentouse optimizar o pregamento do ADN, editar
as células previamente para expresar Cas9 por outro método empregando o virus para
transportar so sSgRNA, coinfectar as células con duas particulas distintas ou buscar alternativas
con outras Cas9 ortélogas mais pequenas. Os lentivirus e adenovirus (LV e AdV) usanse de
forma semellante. AdV estd amplamente estudado, e presenta multiples serotipos con distintos
tropismos entre os que podemos escoller o mais axeitado, pero resulta significativamente
inmunoxénico, o que non o fai axeitado para o seu uso in vivo. LV pode ser pseudotipado con
particulas doutros virus, obtendo especificidade tisular. A principal vantaxe respecto aos AAV
¢ 0 maior tamafio, en vez de 20 nm, 80 a 100 nm, permitindo o transporte de moita mais carga
(43.,45).

Un problema que presenta a utilizacion in vivo de CRISPR-Cas9 ¢ a resposta inmune do
suxeito. Por unha parte, especialmente co uso de vectores virais, podemos obter unha resposta
inmune contra o medio de transporte. Como exemplo, cofiécese que os AdV son altamente
inmunoxénicos e estan descritos casos de inflamacions agudas dos 6rganos editados en animais
de experimentacion (46), coma se dun rexeitamento de transplante se tratase. Estes problemas
rediicense empregando vectores non virais, como se expon a continuacion. Ademais, ainda que
0 seu impacto sobre a eficacia clinica ainda non se cofiece, demostrouse a presenza na
poboacion de anticorpos contra Cas9 (47,48), o que poderia provocar respostas fronte s células
editadas. Nestes estudos tamén se demostrou a presenza de Treg reactivas a Cas9, que poderian
mitigar unha hipotética reaccion contra as células modificadas sen necesidade de que se tivese
que tratar aos pacientes con farmacos inmunosupresores, que serian unha alternativa. Algtns
ortologos de Cas9 son mais inmunoxénicos que outros, por exemplo, a Cas9 de S. aureus mais
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que a de S. pyogenes. Con todo, este fendmeno seria de menor importancia en casos de edicion
ex vivo, como as aplicacions sobre CAR-T ou sobre proxenitores hematopoéticos.

4.3.3.2 Vectores non virais

Coa principal vantaxe fronte aos vectores virais de produciren unha resposta inmune moito
menor, os vectores non virais son unha alternativa moi interesante 4 hora de explorar o
transporte de CRISPR-Cas9. As particulas liposomais permiten o transporte de ADN e RNPs,
e poden ser decoradas con diferentes moléculas na sia membrana que permitan especificidade
na diana, evitar mais eficazmente a resposta inmune e¢ non ser degradadas nos lisosomas
celulares unha vez atravesan a membrana plasmatica. Estes procedementos tefien boa
eficiencia, pero presenta inconvenientes como a toxicidade das particulas ou efectos sobre
células distintas do tecido diana (1,43).

Os amino-lipdidos zwitterionicos (ZAL) estan formados por unha cabeza lipidica cunha
rexion intermedia rica en amina. Os mRNAs necesarios para codificar CRISPR-Cas9 tunense
a estrutura a través de colas hidrofobicas, e os ZAL transportanos a través da membrana (45).

As nanoparticulas de ouro (AuNP) poden ser conxugadas con ADN tiolado (con grupos de
xofre) ou cadeas de aminodcidos (arxinina e glutamato) para a stia vez transportar RNPs de
Cas9 e sgRNA no interior das células. As vantaxes que ofrecen as nanoparticulas de ouro son
unha elevada eficiencia e o feito de que sexan inertes e non desencadeen resposta inmune. Foron
empregadas con ADN tiolado (CRISPR-Gold) para a correccion de mutaciéns en Dmd en ratos
e para o knock-down do Grm5 (sindrome X fraxil), e estase a estudar o transporte en células
endoteliais para acceder a outros 6rganos, como os pulmodns, polo que resultan un método
prometedor (1,45).

Finalmente, comentar o transporte hidrodinamico. Tratase da inxeccion da carga
desexada cun gran volume de liquido no torrente vascular do individuo, de xeito que aumente
bruscamente a presion hidrostatica intravascular, co que a carga entra nas células circundantes
impulsada pola diferenza de presion. E un método de baixa eficiencia e s6 permite acceder ao
endotelio ou 6rganos moi vascularizados como o figado, pero pode resultar de utilidade en
enfermidades onde a edicion supofia unha seleccion positiva das células corrixidas. Resulta un
método atractivo pola stia sinxeleza, que permite a administracion in vivo sen necesidade de
empregar vectores, ainda que pode ter repercusions sobre a estabilidade hemodindmica do
suxeito (43,49). Foi empregado ex vivo sobre segmentos de figado para transplante en seres
humanos, administrando a infusidon cun catéter na vena hepatica (50), e pode aplicarse sobre
musculo esquelético nunha extremidade mediante o uso de torniquetes (51).
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4.4 APLICACIONS PRECLINICAS

Estas ferramentas poden utilizarse para a investigacion basica, facer modelos de
enfermidades, desenvolver farmacos ou con fins terapéuticos. Para iso, poden empregarse sobre
modelos celulares e seres humanos, pasando por organismos € modelos organoides. A
continuacion, expofieremos brevemente distintos modelos para centrarnos mais adiante nos
usos terapéuticos da edicidon xenética.

As linas celulares son un elemento fundamental en investigacion basica ou
desenvolvemento de novos farmacos. Células de pacientes con enfermidades concretas supofien
un modelo basico de dita enfermidade, e quizais o exemplo paradigmatico sexan as lifas de
células cancerixenas (52). As iPSCs son células somaticas diferenciadas sometidas a un proceso
polo cal recuperan a sua pluripotencialidade, de xeito que poden reproducirse e rediferenciarse,
e son modelos utiles en multitude de enfermidades, dende hematoldxicas (53) ou
cardiovasculares(54), a hepaticas (55) ou neuroloxicas (56) por citar alguns exemplos.

Os organoides son estruturas tridimensionais obtidas mediante o cultivo de células nai
diferencidndoas nunha estrutura analoga a4 do 6rgano que simulan. Por exemplo, un modelo
intestinal contén unha capa de epitelio cos distintos tipos celulares intestinais e cunha
arquitectura en criptas e villi. Presentan unha serie de vantaxes fronte aos cultivos, como a
estrutura tridimensional, a maior semellanza no ambiente ao oOrgano real, o teren un
desenvolvemento mais estable, ou mesmo reducir os efectos off-target do sistema CRISPR-
Cas9 en comparacion cos cultivos. Entre outras, tefien aplicacions en descubrimento de
farmacos e estudo da enfermidade inflamatoria intestinal, cancro ou fibrose quistica (57).

Os estudos en organismos permiten un enfoque diferente, permitindonos comprender
mellor o mecanismo e as interaccidons entre xenes nas enfermidades xenéticas. Son modelos
habituais a Saccharomyces cerevisiae, pola sua capacidade de medrar en estado haploide e
diploide; Caenorhabditis elegans, pluricelular e cun sistema nervioso moi simple; Drosophila,
coa que xa temos unha maior proporcion de xenes ortdlogos, ou o peixe cebra, que proporciona
unha alta complexidade xenética semellante 4 nosa, e mais facilidades que os modelos con
mamiferos, que tamén se empregan. Este ultimo en concreto, o peixe cebra, ¢ empregado en
multiples traballos para o estudo do cancro, trastornos da conducta e do desenvolvemento ou
do metabolismo por citar algins (58). Os modelos murinos son uns dos mais empregados entre
os mamiferos, ainda que tamén se empregan outros coma canidos ou primates. Poden ser
humanizados, ratos inmunodeprimidos que aloxan células ou tecidos humanos, e empregados
para estudar diferentes enfermidades infecciosas, metabdlicas, neoplasias ou para investigar
novos farmacos (59).
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5. Terapia xénica

A terapia xénica consiste en facer chegar a unha poboacién celular diana unha secuencia
de material xenético para que regule, elimine, repare, engada ou substitiia un produto xénico
desa célula que causa unha patoloxia. Dito material xenético pode ser de diversas
caracteristicas, dende unha secuencia que codifique unha proteina, ata un oligonucleoétido anti-
sentido ou un RNA de interferencia, pasando por un sistema de edicion xendémica como
CRISPR-Cas9. Para isto, ¢ necesario vehicular dito material ata o interior da célula, podendo
empregarse métodos fisico-quimicos, vectores virais e vectores non virais, COmo xa se exXpuxo
(60).

Neste apartado repasaranse as terapias xénicas aprobadas ata a actualidade pola EMA e a
FDA, analizarase a investigacion coas mesmas en enfermidades de especial relevancia e
veranse 0s principais ensaios clinicos en fases avanzadas que se estan a levar a cabo. Finalmente
abordarase mais polo miudo o papel da edicion xenética e de CRISPR-Cas9 neste tipo de
terapias. As células CAR T e os virus oncoliticos, que tamén se poden incluir dentro do
concepto de terapia xénica, seran desenvolvidos nun apartado especifico dentro da
inmunoterapia.

5.1 ESTRATEXIAS E FARMACOS APROBADOS

Un oligonucleodtido anti sentido (ASO) ¢ unha cadea curta de ADN ou RNA con
especificidade por un transcrito, cuxa uniéon pode desencadear a degradacion de dito RNA ou,
en mRNA inmaturo, alterar o proceso de splicing. Deste xeito, con eles podemos silenciar un
xene ou excluir un exén mutado permitindo a sintese dunha proteina mais curta pero funcional
(6,60).

Fomivirsen era un ASO empregado para o tratamento da retinite por citomegalovirus
(CMV) en infectados polo VIH. O CMV ¢ un patdxeno oportunista causante de infeccion en
pacientes con recontos baixos de CD4, e se o paciente non recibe tratamento evoluciona
progresivamente chegando a causar cegueira. Fomivirsen ¢ complementario ao mRNA que
codifica a IE2, proteina do virus indispensable para a replicacion. Hoxe os farmacos de uso
habitual nesta patoloxia son o valganciclovir e o foscarnet, e fomivirsen, que era empregado
como seguinte lifa de tratamento, xa non esta comercializado. Coa mellora dos tratamentos
antirretrovirais para o VIH, esta infeccion xa non € tan comun como foi noutro tempo (60).

Kynamro, nome comercial do mipomersen, ¢ un ASO aprobado pola FDA para o
tratamento da hipercolesterolemia familiar homocigota. Estes pacientes, na siia maioria por
mutacions no receptor de LDL, non poden internar as particulas de LDL nas células,
aumentando considerablemente a stia concentracion en sangue (ata mais de 500 mg/dl) e
causando ateroesclerose prematura e grave. O farmaco bloquea a expresion da apolipoproteina
B, necesaria para a sintese de VLDL, e consegue descender os niveis de LDL e de colesterol
non-HDL en torno a un 30 % (aproximadamente 100mg/dl), sen afectar aos niveis de HDL.
Pode ser combinado con outros tratamentos como a aférese, reducindo as necesidades da
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mesma, e ¢ aplicable a mais pacientes que os inhibidores da PCKS9, que non son utiles se a
actividade do LDLR ¢ menor do 2%. Con todo, nos estudos a taxa de permanencia no
tratamento a longo prazo foi moi baixa, en parte por mor de efectos adversos, fundamentalmente
esteatose hepatica, cuxa evolucioén non se puido demostrar como benigna. Ademais, non probou
clara eficacia na diminucién do risco cardiovascular a longo prazo, quizais pola toxicidade
hepatica ou por reactividade inmunoloxica que tamén foi descrita. Por estes motivos, a EMA
non lle concedeu a stia aprobacion e non € un fairmaco dispoiiible en Europa (61,62).

O xene DMD, situado no brazo curto do cromosoma X, codifica cos seus mais de dous
millons de pares de bases e 89 exons a distrofina, proteina estrutural das células musculares. A
distrofia muscular de Duchenne prodicese cando unha mutacién neste xen, xeralmente un
desprazamento do marco de lectura, ocasiona unha perda importante da funcion. A distrofia de
Becker ¢ unha forma mas benigna de enfermidade que acontece cando a perda funcional non ¢
tan grande. Evitando a transcricion do ex6én mutado evitase o desprazamento do marco de
lectura, e prodicese unha proteina mais curta, pero mais funcional, convertendo unha distrofia
severa de Duchenne nunha de Becker. A maioria das mutacioéns concéntranse entre os exons 45
e 55, sendo o0 51 o que concentra maior proporcion delas, o 14%. Eteplirsen ¢ un ASO que altera
o splicing e evita a transcriciéon do exon 51. En estudos preliminares demostrou aumentar a
producion de distrofina acurtada en alguns pacientes, mais non se conseguiu probar que se
traducise nun beneficio clinico ao non ser concluintes os datos sobre a eficacia, segundo a EMA.
Por isto e por disponerse de poucos datos sobre a sua seguridade, o farmaco non estd
comercializado en Europa, pero si nos Estados Unidos (63—65). Recentemente a FDA aprobou
o uso en distrofia muscular de Duchenne do golodirsen, un ASO que exclie o exon 53, en vez
do 51 do eteplirsen. Demostrou aumento de distrofina en ensaios de fase I e II, sen efectos
adversos graves polo momento (cefalea, pirexia, gastrointestinais) (66).

Actualmente temos constancia de estarse a levar a cabo con Eteplirsen un ensaio fase III
en Canada (NCT03992430), dous en fase II en Europa (NCT03985878, NCT03218995) e un
en Estados Unidos en fase II con eteplirsen e golodirsen (NCT04179409). Con golodirsen
estanse a levar a cabo ensaios en fase III (NCT03532542, NCT02500381) para avaliar a stia
eficacia.

Nusinersen (Spinraza) ¢ un ASO de 18 nucleodtidos de lonxitude complementarios a unha
rexion reguladora do splicing do intrén 7 do xen SMN2. Ao interactuar con ela fai que se exprese
o ex6n 7 deste xen, normalmente silenciado, producindo unha proteina SMN funcional, que
substitte a proteina asociada a RNA defectuosa que codifica o xene SMNI e que causa a atrofia
muscular espifial. Esta enfermidade de herdanza autosémica recesiva esta producida por un
defecto na axonoxénese, relacionada coa producion de microtubulos, o transcrito de miRNA183
e a via mTor, nas neuronas da hasta frontal da médula ocasionando un déficit motor.
Clinicamente presenta diversas formas, e distinguense catro tipos de atrofia muscular espifial:
o tipo 1 ¢ o mais frecuente e grave, maniféstase nos primeiros seis meses de vida en lactantes
que non acadan fitos basicos como o sostén da cabeza ou a sedestacion, e falecen en torno aos
dous anos por complicacidns respiratorias. Os tipo 2 € 3 comezan en nenos mais maiores €
diferéncianse segundo chegan a andar ou non, representando distintas esperanzas de vida. O
tipo catro, finalmente, comeza clinicamente na idade adulta, sendo a forma mais benigna pero
tamén mais infrecuente. A forma clinica de presentacion esta relacionada co nimero de copias
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que presente o suxeito do xene SMN2, que oscilan de 2 (formas graves) a 4 ou mais (formas
leves). O nusinersen estd aprobado pola FDA e a EMA, emprégase en inxeccion intratecal, xa
que non atravesa a barreira hematoencefalica, de 12 mg e require de varias doses de carga
iniciais con mantemento cada catro meses (67,68).

Nunha revision sistematica recente (69) atoparonse catro ensaios feitos con este farmaco.
En todos eles os resultados foron positivos tanto para recuperacion de forza (escalas clinicas)
como para supervivencia, ademais de atoparse diminucidon das necesidades de ventilacion
mecanica en comparacion con cohorte histérica nun estudo. Con todo, existen posibles nesgos
de seleccion e observacion, asi como posible heteroxeneidade coas poboacions das cohortes
histéricas, o que pode nesgar a comparacion, e tamén entre os estudos, non sendo axeitados
para metaanalise. Por isto, pode que os resultados destes estudos non sexan representativos dos
que se obterian no tratamento da poboacion xeral con atrofia muscular espifial. En canto &
seguridade, todos os efectos adversos atopados tifian relacion coa evolucion da enfermidade ou
coa puncidn lumbar, se ben as poboacions dos estudos son pequenas.

Actualmente estan activos cinco ensaios clinicos con nusinersen, dous deles en fase III, un
para participantes en estudos previos e outro para probar doses maiores (NCT02594124 e
NCT04089566 respectivamente). Un ensaio en fase II pretende avaliar o inicio do tratamento
en nenos asintomaticos e estudar a mortalidade e a necesidade de ventilacion a longo prazo
(NCTO02386553). Outro estudo en fase I pretende avaliar o impacto sobre a funcion respiratoria
do tratamento (NCT04050852). Finalmente, atopouse rexistrado un estudo de vixilancia post-
comercializacion na Republica de Corea (NCT04317794) Ademais, na busca apareceron outros
protocolos pertencentes a cohortes observacionais de adultos a tratamento con nusinersen

(NCT03878030, NCT03709784, NCT04159987).

Outra estratexia para o tratamento da AME ¢ a introducion dunha copia do xene SMNI nas
células nerviosas do suxeito, para que exprese a proteina de forma normal. Zolgensma ¢ o nome
comercial do onasemnogene abeparvovec, un farmaco composto por unha copia do xene SMN
dirixido por un promotor quimérico. Esta vehiculado nun AAV9 sen capacidade replicativa, un
serotipo de AAV con tropismo polo sistema nervioso central. Atravesa a barreira
hematoencefalica, polo que pode ser administrado por via intratecal e intravenosa, e s6 require
dunha dose de tratamento. Estudos sobre mostras de pacientes falecidos tratados demostraron
a expresion de proteina SMN non mutada en diversos tecidos do organismo, incluindo
motoneuronas espifiais e cerebrais. O primeiro ensaio, START , feito para demostrar a
seguridade do farmaco, atopou grandes melloras na supervivencia ou dependencia de
ventilacidn mecanica en comparacion con cohortes historicas. Tamén se atopou melloria en
escalas clinicas (CHOP-INTEND) e en fitos do desenvolvemento motor, chegando un 92% de
pacientes a controlar o movemento da cabeza e un 17% a gatear ao final do periodo de
seguimento. STRIVE ¢ un estudo en fase III que se esta a levar a cabo para valorar a eficacia,
e cuxos datos preliminares corroboran os achados de START. O principal efecto adverso ¢ a
elevacion de transaminases de ata 15-30 veces por enriba dos valores normais, polo que se
incluiu a administracion de glucocorticoides no protocolo de tratamento, conseguindo controlar
o efecto adverso. Tamén son relativamente comuns os vomitos (6’8%). Outros ensaios estan a
probar o farmaco en pacientes con EMA tipo 2, e en bebés ainda asintomaticos, xa que o estudo
START orientaba a que os pacientes que recibian mais precozmente o tratamento conseguian
mellores resultados, asi como ensaios en fase III e de seguimento a longo prazo (NCT03381729,
NCT03505099, NCT03837184, NCT03306277, NCT03461289, NCT03421977). Ademais
destes estudos, na data de redaccion deste traballo estabanse a levar a cabo un ensaio en fase
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IV de seguimento a longo prazo dos pacientes tratados (NCT04042025). O farmaco esta
actualmente aprobado pola FDA, e a EMA emitiu un informe de autorizacién inicial o 27 de
marzo deste mesmo 2020 (70,71).

A inmunodeficiencia combinada severa asociada a déficit de ADA ¢ unha enfermidade
grave, que adoita resultar letal nos primeiros anos de vida con fracaso no desenvolvemento e
infeccidns oportunistas recorrentes. O déficit desta enzima bloquea a sintese de ADN ao alterar
o metabolismo da adenosina, causando deficiencia no desenvolvemento e funciéon do tecido
linfoide, pero tamén afectando a outros o6rganos (esqueleto, riles, figado, pulmons...). A terapia
de substitucion enzimatica ¢ unha opcion terapéutica que mellora a funcidén do sistema inmune
asi como de outros 6rganos, pero que presentou problemas de seguridade a longo prazo. Hoxe,
recoméndase o seu uso como terapia ponte a outros tratamentos, por un periodo non superior a
5-8 anos (72). Estes tratamentos definitivos serian como primeira opcion, o transplante de
proxenitores, coa limitacion de dispoiiibilidade: menos do 25% de pacientes dispofien de doante
cun HLA compatible. A alternativa de tratamento con terapia xénica para pacientes sen acceso
a transplante comezou a propofierse na década de 1990, e os primeiros ensaios comezaron nos
anos 2000. Strimvelis foi aprobado en 2016, despois de analizar os datos deses primeiros
estudos (73). Tratase dun produto celular de precursores hematopoéticos CD34 + do propio
paciente transducidos cun vector retroviral coa secuencia para expresar a ADA humana. Tamén
existen alternativas en experimentacion que empregan vectores lentivirais (NCT02999984). Os
precursores son extraidos e transducidos en laboratorio mentres o paciente recibe un ciclo de
acondicionamento con busulfan, debendo permanecer en illamento ata a recuperacion do
reconto de células T. Os efectos adversos que mais frecuentemente se presentan son a pirexia,
citopenias, fendmenos autoinmunes e o sindrome de reconstituciéon inmune. Na actualidade esta
terapia so se leva a cabo no hospital San Raffaele-Telethon Institute for Gene Therapy de Milan,
onde se estan a levar a cabo dous ensaios con este farmaco (NCT03478670, NCT03232203).

A transtirretina (TTR, cromosoma 18) ¢ unha proteina homotetramérica transportadora de
RBP e tiroxina que se atopa en sangue e liquido cefalorraquideo. Certas mutaciéons no TTR
(substitucion V30M frecuentemente) causan un cadro de amiloidose hereditaria de caracter
dominante, por acumulacion de transtirretina nos tecidos, en forma de substancia amiloide.
Tipicamente estes pacientes presentan polineuropatia (debut no tipo I) con insuficiencia
autondmica, sindrome do tinel carpiano (debut no tipo II), cardiomiopatia e insuficencia renal,
sintomas gastrointestinais e opacidades no humor vitreo. Se ben a presentacion, penetrancia e
expresividade son variables, a enfermidade tende a comezar a dar clinica en adultos novos, en
torno 4 terceira e cuarta décadas da vida. Tafamidis e diflunisal son moléculas pequenas que
aumentan a estabilidade da proteina circulante e enlentecen a progresion da enfermidade.
Inotersen ¢ un ASO que bloquea a expresion do TTR, tanto mutado coma salvaxe, que
demostrou frear ou mellorar a polineuropatia asociada & enfermidade fronte a placebo de xeito
global e por subgrupos de pacientes en distintas fases da enfermidade (74). En canto a efectos
adversos perigosos, rexistraronse tres casos de trombocitopenia (menos de 25000 plaquetas/ml)
e tres de glomerulonefrite sobre un total de 112 pacientes tratados co farmaco, dos cales catro
faleceron po progresion da enfermidade e un por unha hemorraxia intracraneal asociada &
trombocitopenia. Inotersen administrase por via subcutanea semanalmente e esta aprobado pola
FDA e pola EMA para o tratamento da amiloidose familiar por TTR en estadios 1 e 2 (75,76).
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Atoparonse tres estudos en desenvolvemento con inotersen como farmaco principal, un
deles observacional para avaliar a sua seguridade durante o embarazo (NCT04270058). Outro
deles ¢ un ensaio en fase Il para avaliar a seguridade e eficacia en pacientes con cardiomiopatia
amiloide por TTR (NCT03702829). O terceiro, un ensaio en fase III aleatorizando sen
enmascaramento empregando o inotersen como grupo de comparaciéon para unha nova
molécula (ION-682884), baseada en RNA (NCT04136184).

Os siRNA (RNA de interferencia pequeno) son moléculas de dobre cadea de RNA de 21-
23 nucleotidos que ao resultar complementarios a un mRNA inducen a stia degradacion a través
do complexo RISC, bloqueando a expresion do xen. Existe un fArmaco baseado neste principio
que emprega particulas lipidicas como vector e que se emprega para o tratamento da amiloidose
familiar por TTR, o patisiran (Onpattro). Demostrou eficacia fronte a placebo en distintos
ensaios, con mellora na calidade de vida, neuropatia ¢ diminucion dos eventos asociados a
enfermidade, con efectos adversos relacionados coa inxeccion e casos de bloqueo auriculo-
ventricular. Foi aprobado por primeira vez e 2018, case en paralelo ao inotersen, e empréganse
ambos, non existindo polo momento estudos que os comparen (77). Atopouse un estudo dunha
cohorte prospectiva que analizaba a evolucion de pacientes tratados cos dous medicamentos
que esta en fase de recrutamento de pacientes (NCT03431896).

As betahemoglobinopatias son enfermidades xenéticas por mutacions no xene HBB, que
codifica a forma mais comun de hemoglobina no adulto. A talasemia major ¢ causada por un
déficit ou ausencia de sintese da cadea beta en homocigose, dando clinica dende a infancia
cunha anemia microcitica e hipocromica grave que require transfusions periodicas. Estas
transfusions a longo prazo causan sobrecarga de ferro coa consecuente toxicidade cardiaca,
hepética e endocrina e condicionan o prognoéstico (78). A drepanocitose ou anemia falciforme
producese por mutacions que ocasionan que a cadea beta forme agregados, precipite, e deforme
os hematies na caracteristica forma de fouce. A clinica € variable, podendo comezar a partir dos
tres meses de vida, e consistindo en infartos periféricos (caracteristicos os infartos esplénicos)
e infeccions atipicas, que a longo prazo poden causar a morte. A clinica s6 se produce en
homocigose (herdanza recesiva), xa que en heterocigose constitiie un trazo protector fronte 4
malaria (79).

Para os pacientes con talasemia a opcion de tratamento € o transplante de proxenitores que
non postian esta mutacion e sexan capaces de producir hematies sans. Debido a que a
dispofiibilidade de doantes compatibles ¢ unha limitacion, e os transplantes aloxénicos poden
producir complicaciéns importantes, a terapia xénica ofrece unha alternativa para estes
pacientes. Zynteglo consiste en células CD34+ autdlogas do paciente transducidas cun vector
lentiviral co que se introduce unha copia do xene HBB coas que se fai un transplante autélogo
ao paciente. Introducindo unha substituciéon nun aminodcido (T87Q) conseguimos inhibir a
polimerizacion patoldxica da hemoglobina, servindo de tratamento para a anemia falciforme.
Este tratamento foi probado con pacientes en ensaios, demostrando un bo perfil de seguridade,
con efectos adversos relacionados co acondicionamento con busulfan, e unha boa eficacia: a
metade dos pacientes, cun fenotipo menos grave (non 0/ p0), conseguiron independencia das
transfusions, e o resto conseguiron unha reducion relevante do volume de transfusions anuais
asi como aumento dos niveis de hemoglobina, en relacion coa eficiencia da transducion e o
éxito do enxerto. E preciso continuar o seguimento, para avaliar o tempo que se mantén a
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resposta ao tratamento e a posible aparicion de efectos adversos a longo prazo (80). O uso de
Zynteglo estd aprobado pola EMA dende maio de 2019 para pacientes con talasemia
dependentes de transfusions e que non tefien un fenotipo 0/ 0. Actualmente existen 5 ensaios
activos con terapia xénica con vectores virais para o tratamento da talasemia (NCT03351829,
NCT03276455, NCT02453477, NCT02906202, NCT03207009) ademais de estudos de
seguimento a longo prazo.

O xene RPEG65 codifica para unha isomerase do retinol que participa no ciclo visual.
Mutacions nel poden producir unha disfuncidon na proteina que causa unha distrofia de retina
grave de inicio na infancia tempera. Caracterizase por cegueira nocturna grave conxénita,
nistagmo, unha agudeza visual reducida (<0,3) e distrofia de retina progresiva. Existe unha
superposicion coa amaurose conxénita de Leber (81). Para o tratamento destes pacientes
dispofiemos de Luxturna (voretigén neparvovec), un farmaco composto por unha copia do xene
RPE65 vehiculzado nun AAV2. Debe administrarse por via intraocular, nun quiérfano, sobre
retina viable, e combinado con tratamento con prednisolona, € cun tempo de polo menos 6 dias
entre ambos ollos (82). Demostrou eficacia cun mantemento do efecto de catro anos, ata o fin
do periodo de observacion do estudo, e cun perfil de seguridade correspondente 4 intervencion
cirarxica necesaria para a administracion (83). Actualmente constan datos de cinco ensaios con
este farmaco, dous en amaurose conxénita de Leber (NCT00516477, NCT01208389) dous en
distrofia de retina grave de inicio na infancia tempera asociada a mutacions de RPE6S
(NCT03597399, NCT03602820) e un con ambas patoloxias (NCT00999609).

Un aptamero ¢ unha cadea solitaria de RNA ou ADN de uns 15-80 nucleétidos con
capacidade para pregarse sobre si mesma en estruturas tridimensionais, grazas a4 que ten a
capacidade de interactuar selectivamente con outras moléculas, comportandose de forma
analoga aos anticorpos. Tefien multiples usos en biotecnoloxia, sendo pegaptanib un farmaco
desta natureza aprobado para a dexeneracion macular asociada & idade (DMAE). O farmaco,
de administracion intravitrea, ten actividade antianxioxénica ao estar dirixido contra o VEGF,
e inhibe a proliferacion vascular propia da forma himida desta enfermidade. Ainda que
demostrou efectividade fronte a placebo cun bo perfil de seguridade, actualmente esta
desprazado por outros antianxioxénicos como ranibizumab e bevacizumab, con mellores
resultados, ainda que non hai ensaios que os comparen directamente (84). Actualmente estase
a explorar o seu uso transportado por nanoestruturas de ADN como posible estratexia de
tratamento para o cancro (85).

A continuacion axuntamos unha tdboa que resume os farmacos tratados ata o de agora.
(Taboa 3).
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Taboa 3: resumo dos farmacos aprobados para terapia xénica, alén da inmunoterapia

Farmaco Categoria Estado Patoloxia Aprobacion
Fomivirsen ASO en desuso retinite por CMV 1998
s6 aprobado en
Mipomersen ASO EEUU hipercolesterolemia familiar 2013
s6 aprobado en
Eteplirsen  ASO EEUU distrofia muscular de Duchenne 2016
s6 aprobado en
Golodirsen ASO EEUU distrofia muscular de Duchenne 2020
Nusinersen ' ASO en uso atrofia muscular espinal 2016
Inotersen  ASO en uso amiloidose familiar por TTR 2018
Zolgensma AAV en uso atrofia muscular espinal 2019
Luxturna AAV en uso amaurose conxénita de Leber 2017
proxenitores inmunodeficiencia combinada
Strimvelis  hematopoéticos en uso severa 2016
proxenitores
Zynteglo hematopoéticos en uso talasemia major 2019
Patisiran siRNA en uso amiloidose familair por TTR 2018
Pegaptanib aptamero en desuso DMAE 2004

5.2 EDICION XENETICA EN TERAPIA XENICA

A edicion xenética proporciona a posibilidade de facer cambios dirixidos e precisos no
xenoma, permitindo intervencions duradeiras, sen necesidade de repetir a terapia como no caso
dos ASOs. A terapia xénica pode facerse in vivo, para o que ¢ necesario un vehiculo que
transporte o noso sistema de edicion, ou ex vivo, en laboratorio sobre células do paciente que
posteriormente lle inoculamos. A aplicacién paradigmatica da terapéutica ex vivo € o
transplante de precursores hematopoéticos modificados, como por exemplo na B-talasemia. A
aplicacion in vivo emprégase en enfermidades como a distrofia muscular de Duchenne ou a
amaurose conxénita. Neste apartado revisaremos os estudos que actualmente se estan a levar a
cabo sobre seres humanos con técnicas de edicion xenética, asi como algunhas das aplicacions
terapéuticas que ainda estan en fase preclinica, centrdndonos en CRISPR-Cas9. Obviaremos as
aplicacions da edicion xenética nas CAR T, que serdn tratadas madis adiante, dentro da
inmunoterapia.

Malia que CRISPR-Cas9 e os sistemas derivados del presentan vantaxes xa vistas sobre as
outras ferramentas, estas tamén se empregaron e se seguen a empregar en ensaios clinicos. En
canto as TALENSs, non se atopou referencia a ningunha aplicacion fora das CAR T (ver 6.3.3
Novas xeracions de CAR T). As ZFNs estan a ser usadas ex vivo para o tratamento experimental
de diversas enfermidades sanguineas, como a inmunodeficiencia combinada severa, a anemia
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de Fanconi, o sindrome de Wisckott-Aldrich ou a drepanocitose. Tamén se estdn a empregar
para tratar o VIH inxectando linfocitos T aut6logos modificados, KO para CCRS, que resulten
inmunes ao virus (49). Noutras patoloxias, como a enfermidade de Fabry, de Hurler
(mucopolisacaridose tipo I, MPSI) ou a hemofilia, (déficits de a-galactosidase, a-L-iduronidase
e factor IX, respectivamente), empregdronse AAV como vehiculo para as ZFNs. Nestes casos,
para compensar a baixa eficiencia de edicion, dirixiuse a insercion do material xenético nun
promotor moi expresado (albimina). Precedidos de estudos preclinicos exitosos, comezaronse
ensaios en humanos para MPSI, MPSII (86) e hemofilia tipo B (NCT02695160). Para a
enfermidade de Fabry, atopouse un estudo cun vector viral co xene da de a-galactosidase;
NCT04046224) e outra estratexia con transplante de proxenitores editados ex vivo tamén con
vectores virais (NCT02800070), ningiin dos cales se encadra dentro do concepto de edicion
xenética.

No caso de CRISPR-Cas9, ademais do seu uso en CAR Ts, existen diversos estudos
clinicos que a empregan en seres humanos, a maioria deles ex vivo. Tres ensaios clinicos en
fases iniciais estudan a edicion xenética de proxenitores hematopoéticos para o tratamento da
B-talasemia en pacientes dependentes de transfusions. NCT04211480 ¢ un ensaio ainda non
iniciado para aproximadamente 12 pacientes coa mutacion CVS-654, que se estima terd un
seguimento durante 15 anos. No segundo estudo, NCT04205435, empregarase CRISPR-Cas9
para reactivar a cadea y da hemoglobina, propia da hemoglobina fetal. Este estudo contempla o
mesmo numero de pacientes e periodo de seguimento que o anterior, € ambos se realizan no
mesmo hospital (hospital “Central South University” de Xiangya, en China). O terceiro ensaio
(NCT03655678) foi iniciado en 2018, e enrolard de 12 a 45 pacientes, que recibiran un
transplante de precursores empregando CTX001 (células autdlogas CD34+ modificadas con
CRISPR-Cas9), e depende da empresa farmacéutica Vertex e de CRISPR-Therapeutics. Outro
estudo cos mesmos promotores emprega o produto bioloxico CTXO001 para o tratamento da
drepanocitose, iniciado pouco despois (NCT03745287). Finalmente, outro ensaio aplica a
tecnoloxia CRISPR-Cas9 para obter un KO de CCRS5 en precursores hematopoéticos para o
tratamento da infeccion por VIH, foi iniciado en 2017 en Beijing (NCT03164135) (87).

Recentemente puxose en marcha o primeiro ensaio clinico que vai empregar CRISPR-Cas9
in vivo en persoas. Tratase dun estudo en fases iniciais para o tratamento de pacientes coa
mutacion ¢.2991+1655A>G no intrén 26 do xene CEP290 que padecen amaurose conxénita
por dexeneracion retineana. Recrutara a uns 18 pacientes entre os 3 € os 17 anos, distribuindoos
en 3 cohortes para estudar as doses (NCT03872479).

Existen datos dun traballo previo con CRISPR-Cas9 in vivo para o tratamento da neoplasia
de cérvix intraepitelial por HPV, iniciado en 2017 no hospital da universidade de Guangzhou,
en Guangdong, China. Pero segundo os ultimos datos accesibles, este traballo nunca chegou a
recrutar pacientes, ¢ hai mais de dous anos que non se dispofien datos actualizados do mesmo
(NCT03057912).

Ademais, existen mais estratexias terapéuticas con CRISPR-Cas9 probadas en estudos
preclinicos, con lifias celulares ou modelos animais, que poden chegar a trasladarse a clinica.
Empregouse para a correccion posnatal da mutacion Fah59815B en ratos, que causa
tirosinemia, mediante transporte hidrodinamico. Se ben a eficiencia non foi moi elevada, os
hepatocitos editados eran quen de sobrevivir e replicarse, resultando nunha seleccion dos
mesmos (49). A sta aplicacion in vivo veichulado particulas lipidicas liposomais tamén esta a
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ser explorada para outras patoloxias como a amiloidose por TTR , o déficit de a-1-antitripsina
ou a hiperoxaluria primaria (88).

En distrofia muscular de Duchenne CRISPR-Cas9 e as ZFNs foron empregadas de maneira
analoga aos farmacos xa existentes, inducindo a exclusidon dun exén, e causando delecions do
mesmo. Resultarian vantaxosas porque, a diferencia dos ASOs, so se precisaria dunha unica
aplicacion da terapia. Ademais, permiten outras aproximacions, como seria a inducion do
desprazamento do marco de lectura eliminando coddéns de stop prematuros, se ben ainda non
esta desenvolvida esta técnica, ou reparando as mutaciéons mediante HDR, pero esta ¢ pouco
eficaz en células quiescentes como as do tecido muscular (64). Os editores de bases, que
permitirian cambios puntuais na secuencia, representan unha alternativa prometedora, e foron
empregados con éxito sobre embrions de rato (89). Finalmente, outra opcidn terapéutica poderia
ser a inducion da expresion da utrofina, proteina homoéloga a distrofina cuxo xene esta situado
no cromosoma 6. Empregando o sistema CRISPRa e aumentando os niveis desta proteina na
célula, poderia substituir parcialmente 4 distrofina nas suas funcions (90).

No ambito das enfermidades neuroldxicas, probouse o uso de Cas9 de S. aureus cun AAV
en modelos animais de esclerose lateral amiotréfica (ELA). Dirixiuse a enzima cara o SOD1
para inducir o KO deste xen, cuxas mutacions estan identificadas como causas de ELA familiar
e esporadica. Igualmente, empregouse para eliminar a expansion repetitiva do C9orf72 en linas
celulares (91). Asi mesmo, empregouse en modelos animais da enfermidade de Huntington para
suprimir a expresion do xene H7T. Obtivose unha melloria da neurotoxicidade tempera sobre
as neuronas estriatais, mellorando os déficits motores sen comprometer a viabilidade celular
(92).

O sistema CRISPRa foi utilizado para inducir a producion hepatica de insulina a través do
promotor Pdx1 en ratos con diabetes mellitus tipo 1. Estes ratos conseguian manter niveis de
glicosa en sangue mais baixos que os controis despois de administrarselles estreptomicina como
hiperglicemiante (90).

No ambito cardiovascular, por citar algunhas aplicacions, conseguiuse unha prolongacioén
da supervivencia e mellora da funcion cardiaca causando unha ablacion do xene PLN en
modelos murinos de fallo cardiaco. Tamén se describiu a correccion de mutacidons no xene
MYCBPC3 en embrions humanos, causa de miocardiopatia hipertrofica, inxectando Cas9 xunto
cos espermatozoides nos oocitos (49).
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6. Inmunoterapia

6.1 NEOPLASIA E RESPOSTA INMUNE

A relacion do sistema inmune coas neoplasias ¢ complexa, podendo acontecer que a
resposta inmune tanto favoreza o crecemento tumoral coma combata o tumor e incluso o
elimine. A resposta inmunitaria do paciente contra o tumor vai ser un importante factor
prognostico, tan importante coma o sistema de estadiamento TNM para algunhas neoplasias,
mostrando a importancia da vixilancia inmunitaria, tanto natural como inducida por terapias
(93). Normalmente as neoplasias estan infiltradas por células do sistema inmune, pero a funcion
destas ¢ variable. De forma xeral, cando se trata de linfocitos citoliticos o progndstico ¢
favorable porque contribtien & eliminacion do tumor, mentres que no caso de macrofagos con
fenotipo M2 (inmunosupresores), favorécese o crecemento tumoral. No microambiente priman
factores como o TGFf ou a IL-10 (que favorece a tolerancia inmunitaria), e estan regulados a
baixa outros como o IFNy ou a IL-2 (que favorece a expansion e supervivencia dos linfocitos).
As clonas tumorais escapan da vixilancia inmunoloxica mediante diferentes mecanismos, como
a sobreexpresion de mecanismos de tolerancia, mutacion das proteinas implicadas na
presentacion de antixenos ou a disregulacion das respostas efectoras (94-96). Unha terapia
clasica coma a radioterapia, ademais dos seus efectos citoliticos directos, ten demostrado
efectos sobre a resposta inmune contra o tumor, sendo de feito os seus efectos menores en
animais de laboratorio inmunodeprimidos. A radioterapia produce liberacion de IFN I e v,
aumentando a expresion de VCAM-1 e CMH-I, e de DAMPs, asi como a expresion de proteinas
de reticulo endopldsmico na membrana, todo o cal conduce a cambios no microambiente
tumoral e no patrén de invasion linfoide estimulando a activacion dos linfocitos e a lise das
células tumorais. Pero por outra banda, tamén se produce a liberacion de substancias
protumorais como o TGFp, e do equilibrio entre unhas e outras depende o nivel de activacion
inmune, de xeito que a radioterapia ten potencial para provocar respostas sistémicas mediadas
pola inmunidade. Un exemplo disto ¢ o cofiecido como efecto abscopal, polo cal se produce a
regresion de lesions metastaticas cando se aplica radioterapia local (97,98).

A inmunoterapia busca, mediante distintas estratexias, modular de xeito especifico o
sistema inmune de xeito que a resposta deste sexa a eliminacion tumoral: fArmacos, citocinas,
anticorpos inmunomoduladores, vacinas, virus oncoliticos, anticorpos contra o tumor e terapias
celulares (99).

6.2 ESTRATEXIAS DE INMUNOTERAPIA

Nas neoplasias, os linfocitos T estan permanentemente expostos aos antixenos, ao contrario
dunha infeccion aguda. Deste xeito, en vez de resolverse e de se formaren linfocitos de
memoria, os linfocitos sofren un proceso de extenuacion mediante o que expresan cofactores
inhibidores na membrana. Alguns destes factores que inducen a tolerancia inmunoldxica son o
PD-1 e 0 CTLA-4, e a stia inhibicidén pode reactivar a resposta inmune contra o tumor. Este ¢
precisamente o mecanismo de accion dos inhibidores de checkpoints: os antiPD-1 e antiPDL-1
(do ligando de PD-1 que expresan moitos tumores) e os antiCTLA-4. CTLA-4 ¢ unha molécula
inhibidora que compite polo ligando (CD80) dunha molécula coactivadora (CD28), cuxa
funcion € necesaria para a activacion do linfocito a través do complexo maior de
histocompatibilidade tipo 2 por parte da célula presentadora de antixeno. Deste xeito, o balance
entre CTLA-4 e CD28 regula o grao de activacion dos linfocitos e bloqueando CTLA-4
favorecemos a supervivencia dos linfocitos, evitamos o freo 4 activacion, e estimulamos a
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resposta inmune contra o tumor. Para isto existen dous farmacos, ipilimumab e tremelimumab,
cuxo uso esta aprobado para melanoma, cancro colorrectal e carcinoma de células renais (100).

Por outro lado, o PD-1 ¢ un receptor presente en linfocitos xa activados, da mesma familia
que o CTLA-4. Cando se une aos seus ligandos, PDL-1 e PDL-2, moi expresados en tumores,
inhibese a proliferacion, expresion de IL-2, IFN-y e reducese a supervivencia da célula.
Bloqueando PD-1 ou o seu ligando PDL-1 evitamos este freo a actividade do linfocito e
favorecemos a resposta inmune contra o tumor. Nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab,
durvalumab avelumab e cepmiplimab son os fArmacos con esa funcion cuxo uso esta aprobado
para multiples cancros como melanoma metastatico, carcinoma de pulmoén, de células renais,
de células de Merkel, gastrico ou linfoma de Hodgkin. A principal diferencia entre ambos
sistemas ¢ que con PD-1 intervimos a nivel periférico, sobre linfocitos que experimentaron o
proceso de extenuacion, volvendo a activalos, mentres que o CTLA-4 funciona a un nivel mais
primordial ao afectar & propia maduracion. Ademais, ao estar PDL-1 tipicamente
sobreexpresado no tumor, o sistema antiPD-1 teria maior especificidade, sendo interesante o
seu bloqueo xa que os niveis altos de PDL-1 estan relacionados en algunhas neoplasias cunha
alta agresividade e mal prognostico cos tratamentos habituais (100,101). Ainda que menos
importantes que os da quimioterapia convencional, presentan tamén efectos adversos a nivel
hematoldxico, endocrinoldxico, respiratorio e gastrointestinal entre outros, ademais da
activacion ou reactivacion de procesos autoinmunes.

Mogamulizumab ¢ un anticorpo aprobado para o tratamento de linfomas cutdneos
refractarios (sindrome de Sézary e micose fungoide) cuxa diana ¢ o receptor de citocinas CCR4
dos linfocitos. Este receptor permite a migracion dos linfocitos 4 pel e estd expresado en
aproximadamente o 40% destas patoloxias. Mogamulizumab Unese a CCR4 e induce
citotoxicidade sobre os linfocitos tumorais. Os efectos adversos mais comuns que produce son
linfopenia e neutropenia (de grao catro ata no 70% dos pacientes), reaccions transfusionais e
pirexia. Tamén se describiu polimiosite, retinite por CMV e sepse (102).

Outra estratexia que pretende tanto estimular respostas preexistentes como xerar novas € a
utilizacion de virus oncoliticos, virus atenuados naturais ou editados xeneticamente que
infectan selectivamente as células tumorais. Os mais estudados son os herpes virus, sendo
talimogene laherparepvec (T-Vec ou Imlygic) un HSV xeneticamente modificado aprobado
para o tratamento do melanoma metastatico, que non so6 actfia a nivel local senon que presenta
efecto abscopal estimulando o recrutamento de linfocitos T en lesions metastaticas. Pero tamén
esta descrito o uso de vaccinia virus, Newcastle disease virus (NDV), coxsackie, reovirus,
sarampelo e adenovirus para estes fins. O mecanismo antitumoral dos virus oncoliticos baséase
en producir efectos citotoxicos de xeito directo e indicrecto, a través de estimular a autolise, a
resposta inmune mediante anticorpos, citotoxicidade celular e mediada por complemento e a
destrucion do aporte vascular. Serven como adxuvante de outras formas de inmunoterapia como
os inhibidores de checkpoints, onde se atopa que a combinacion destes con virus ¢ superior &
monoterapia, postulandose ademais que poden servir para evitar algins mecanismos de
resistencia aos mesmos que acaba por desenvolver o tumor. O efecto directo consiste na
deteccion de PAMPs nas células infectadas, o que leva 4 expresion de TNF e IFN, estimulando
unha cascada de acontecementos que culminan cunha apoptose inmunoxénica, expresandose
citoquinas proinflamatorias. O efecto citotdxico directo dos virus ¢ dose dependente, e resulta
moi ben tolerado polos pacientes incluso a altas doses. Alglins virus en concreto, como o
coxsackie, afectan directamente a rutas esenciais para a supervivencia celular (ERK/MEK).
Ademais, os virus presentan un efecto de “vacinacién” contra o tumor, existindo a posibilidade
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de empregarse o virus como vector de antixenos tumorais. O ambiente inflamatorio que se
produce en torno as células tumorais infectadas leva a unha maduracion de células
presentadoras de antixenos, coa consecuente activacion de linfocitos CD4 e CDS, pero tamén a
reactivacion de linfocitos T de memoria residentes no tecido. Asi, xeramos unha resposta
inmune fronte & neoplasia. Con todo, polo momento este mecanismo non semella ter un gran
impacto la clinica. Comprobouse que a eficacia desta resposta ¢ distinta segundo o grao de
exposicion a antixenos do tecido diana: o figado responde mais intensamente que por exemplo
o musculo estriado ou o pulmon, probablemente debido a unha maior activacion basal das
células inmunes residentes do figado fronte a estes outros tecidos. O principal inconveniente
que presentan ¢ que tefien unha biodipofiibilidade a nivel sistémico moi baixa, xa que son
rapidamente opsonificados por anticorpos e complemento, soamente resultando eficaces polo
momento en inxeccions locais (96).

Existen outras técnicas que, 4 marxe da radioterapia, pretenden destruir con métodos fisicos
o tumor coa fin de estimular a inmunidade contra el. Os métodos hipertérmicos, coma o laser,
a ablacion con microondas ou con radiofrecuencia, producen necrose coagulativa que orixina
unha area inflamatoria de penumbra ao redor, particularmente importante para a resposta
inmune. A crioablacion resulta mais inmunoxénica probablemente por producir unha menor
desnaturalizacién das proteinas, acontecendo de novo unha inflamacion en torno & lesion. A
electroporacion irreversible consiste na aplicacion de pulsos de alto voltaxe que producen
oncolise sen unha alteracion estrutural tan grande como os métodos térmicos, potencialmente
cambiando o microambiente tumoral e rematando coa tolerancia inmunoloxica. O uso de
citostaticos seguidos da aplicacion de pulsos eléctricos permite mellorar a penetracion dos
mesmos, € no caso do cisplatino, estimular a invasion do tumor por linfocitos CD8 citotdxicos.
A terapia fotodinamica baséase na sensibilizacion con axentes quimicos que, ao seren
estimulados con laser, producen radicais libres que causan apoptose € necrose; o seu uso esta
aprobado no linfoma cutaneo de células T e no Sindrome de Sézary. Estas estratexias permiten
a combinacion con outras formas de inmunoterapia local ou sistémica, coma os inhibidores de
checkpoints, para potenciar os seus efectos (93).

6.3 CELULAS CAR T

6.3.1 Concepto. CAR Ts aprobadas

As células CAR T son linfocitos modificados xeneticamente para expresar na sua
membrana plasmatica un receptor CAR (receptor quimérico de antixenos) que se infunden aos
pacientes como terapia para neoplasias fundamentalmente hematoloxicas. Este receptor
confirelles especificidade contra as células tumorais, activando ao linfocito T fronte 4 neoplasia.
CAR ¢ unha molécula transmembrana quimérica, que consta de tres rexions. Unha primeira
porcion extracelular, analoga 4 rexion variable dos anticorpos, con capacidade de
recofiecemento antixénico. Unha segunda porcién transmembrana, que cumpre funcions
estruturais, xa que a distancia a que se produce a interaccion entre células ¢ clave na accion
citotoxica do linfocito. E unha terceira porcion intracelular, que transduce sinais de activacion,
xeralmente andloga & porcion intracelular de sinalizacion do TCR CD3-{ (cadea zeta do
receptor de células T ; pero tamén pode empregarse o FceR1). Isto permite que o recofiecemento
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do antixeno por parte do linfocito T sexa independente dos CMH (complexo maior de
histocompatibilidade) (Figura 4), ainda que se poden desefiar anticorpos que recofiezan o CMH
unido a certos péptidos para permitir a deteccion de antixenos intracelulares. CAR ¢ funcional
en c¢lulas T KO para TCR, asi como para outras células sen TCR coma os linfocitos NK (103),
polo que ¢ suficiente para activar 4 célula sen necesidade da presenza desta molécula.

scFv scFv
CD28
4-1BB
% b33 33 233335 mus b ""!"‘"i;. i
CD28
Sinal 2 a/b & d
Sinal 1 .
w SinglL-+2a Sinal 1+ 2b

Figura 4: A) TCR e coestimuladores dun linfocito T normal. B e C) CAR coas porcions extracelular de
reconecemento (scFv de inmunoglobulina) e intracelular de activacion (sinal 1), asociada a sinal coestimulador
(sinal 2a e 2b; segunda xeracion de CAR Ts, ver apartado 6.3.3). Figura obtida de (104)

Actualmente hai aprobados en Europa e Estados Unidos dous firmacos que contefien
linfocitos CAR T: Kymriah (tysagenlecleucel) e Yescarta (axicabtagene ciloleucel). Kymriah ¢
un preparado de CAR T autélogos modificados cun vector lentiviral que codifica un CAR-
CD19. Ten dtas indicacidons en ficha técnica: leucemia linfobléstica aguda en recaida post
transplante ou en segunda lifia en menores de 25 anos, e linfoma B difuso de célula grande en
recaida ou refractario tras duas lifias de tratamento en pacientes adultos. Yescarta comparte esta
ultima indicacion, e pode ser empregado tamén para linfoma B primario mediastinico de
c¢lulas grandes. Neste caso, os linfocitos son tamén CAR-CD19, pero neste caso emprégase un
vector retroviral. Actualmente estanse a facer ensaios clinicos comparando ambos fairmacos
(NCT03642626), asi como para explorar novas indicacions, combinacions con outros fArmacos
bioldxicos e formas de previr a sua toxicidade. A continuacién axuntase unha taboa (Taboa 4)
cos ensaios clinicos que se estan a levar a cabo con estes dous farmacos.
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Taboa 4: Ensaios clinicos en desenvolvemento con CAR T aprobadas. a) Ensaio con farmaco para previr
neurotoxicidade por CAR T; b) Ensaio con farmaco para previr o CRS por CAR T; ¢) quimioterapia estandar para NHL, a
base de platino; NHL: linfoma non Hodgkin. LLA: leucemia linfoide aguda. DLBCL: linfoma difuso de células B grandes.

FL: linfoma folicular. TFL: linfoma folicular transformado. HGBCL: linfoma B de alto grado. PMBCL.: linfoma B
mediastinico primario. PCNSL: linfoma primario de sistema nervioso central. (1r): enfermidade refractaria ou recorrencia.

(mer): minima enfermidade residual. (p): pacientes en idade pediatrica)

Farmaco Combinaciéon Indicacion a estudo Fase NCT
Linfoma células B
Yescarta citostaticos (primeira lina) 2 NCT03761056
citostaticos e
Yescarta utomilumab DLBCL (rr) 1, 2 | NCT03704298
FL, Linfoma zona
marxinal, NHL indolente
Yescarta citostaticos (rr) 2 NCT03105336
DLBCL (rr), TFL, PMBCL,
Yescarta citostaticos HGBCL 1,2 | NCT02348216
citostaticos e
Yescarta lenzilumab DLBCL (rr) 1, 2| NCT04314843
citostaticos e
Yescarta rituximab DLBCL (rr) 2 NCT04002401
DLBCL (rr), sindromes de
Defibrotide @ yescarta neurotoxicidade 2 | NCT03954106
Yescarta vs Kymriah citostaticos ALL, DLBCL NCT03642626
NHL, DLBCL, HGBCL,
Yescarta acalabrutinib PMBCL, TFL 1, 2 | NCT04257578
DLBCL (rr), HGBCL (rr),

Anakinra ®) yescarta PMBCL (rr), TFL (rr), 2 | NCT04205838
Kymriah non NHL 2 NCT04161118
Kymriah non PCNSL 1 NCT04134117

Kymriah vs

blinatumomab e

inotuzumab non ALL 3 NCT03628053
Kymriah citostaticos LLA, NHL, CLLE Il e IV 1 NCT02529813
Kymriah non ALL (p) 2 NCT04225676
Kymriah non ALL (mer) 2 NCT03876769

Kymriah vs QMT © non NHL 3 NCT03570892

As CAR T, malia que poderian constituir un bo tratamento para os tumores solidos
metastaticos polo seu efecto sistémico dirixido, ainda non amosan tan bos resultados coma nas
neoplasias hematoloxicas. Con todo, ¢ unha lifia na que se esté a investigar, habendo ensaios en
fases iniciais en curso para glioblastoma, colon, pancreas, prostata, ril, ovario, mama e pulmon.
Son importantes retos a superar o optimizar a accesibilidade das CAR T &s células neoplasicas,
sobrepofierse ao microambiente de inhibicion inmune ou resistir o estrés oxidativo derivado do
metabolismo tumoral. Unha das principais dificultades ¢ a escaseza de dianas apropiadas, xa
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que normalmente non expresan un antixeno especifico, senéon multitude deles que tamén estan
presentes en tecidos normais, como o CEA (colorrectal), ERBB2 (glioblastoma), mesotelina
(mesotelioma, pancreas) ou o PSMA (prostata). Asi, en moitos ensaios preliminares
obtivéronse toxicidades on-target off-tumor, en algins casos non asumibles. Para remedialas,
estanse a probar novas estratexias, que se expoinien mais adiante, entre as que destacamos o uso
de receptores TGFB dominantes negativos por primeira vez en humanos, sen problemas de
toxicidade polo momento. Outra consideracion a ter en conta coas dianas ¢ a necesidade de que
estas se expresen na membrana, xa que maior parte das proteinas da célula estaran ocultas ao
CAR. Unha estratexia que permite evitar este problema ¢ o emprego de CAR T baseadas en
nanobodies dirixidas a moléculas do microambiente (como PD-L1) en vez de antixenos na
superficie da células tumorais (105). Tamén se emprega a expresion de receptores de citocinas
para mellorar o acceso ao tumor, ou de interleucinas para mellorar a proliferacion das CAR Ts
como se recolle na taboan® 5 (103,106).

6.3.2 Universalidade e efectos adversos

A estratexia inicial no uso das CAR T consiste en extraer mediante aférese e modificar os
linfocitos do propio paciente para posteriormente inxectarllos, un proceso custoso, suxeito a
erros nos procedementos e longo no tempo, do que pode non dispofierse en alglins pacientes.
Ademais, nalgtns casos os linfocitos do suxeito sofren de disfuncidén por mor da enfermidade,
e non resultan axeitados. Para evitar isto, xorde a alternativa de empregar CAR T de doantes
autologos, obtidos de sangue periférico, cordon umbilical e, teoricamente, iPSCs, se ben estas
ainda non foron empregadas en clinica. O uso destas células permite abaratar custos, dispofier
do tratamento en canto ¢ necesario e facer multiples modificacidons sobre elas de xeito mais
sinxelo. Pero presentan dous problemas fundamentais: por un lado, o rexeitamento por parte do
sistema inmune do suxeito, € polo outro unha enfermidade de enxerto contra héspede (GVHD).
Para evitar que as células T do paciente reaccionen fronte & CAR T ¢ necesario producir unha
deplecion linfoide mediante quimioterapia (ciclofosfamida e fludarabina normalmente). Existe
a posibilidade de empregar alemtuzumab (antiCD52) xunto con CAR T KO para o CD52,
causando deplecion linfoide que pode ser mantida no tempo sen afectar 4 funcion das CAR T.
Tamén se poden buscar doantes cun CMH compatible ou modificar as CAR T para non
presentar CMH-I (knock out para a B2-microglobulina) e expresar (HLA-E, HLA-G) ou
sobreexpresar (ligandos de siglec7 ou siglec 9) inhibidores da accién dos NKs, que actian
fronte a células que non expresan o CMH-I. As células con dobre KO para f2-microglobulina
e a subunidade a do TRC (TRAC) denominanse Universal-CARTs ou UCARTs (7,107).

A GVHD acontece cando os TCR das CAR T son reactivos aos complexos CMH-péptido
do hoéspede, causando dano tisular. En casos onde o paciente fose tratado cun transplante de
proxenitores hematopoéticos, pode evitarse a GVHD empregando como donante ao mesmo
suxeito. Pero fora destas situacions, preséntanse duas alternativas: o emprego de linfocitos
doutra clase (NK ou Tyo) e a edicion xenética. As células NK son linfocitos citoliticos que se
activan segundo o balance entre os sinais inhibitorios e activadores que reciban. Modificados
cun CAR, empréganse en ensaios clinicos dirixidos fronte a dianas tumorais como EGFR ou
CD19, portando outras modificacions como IL-15 para aumentar a actividade, previr a
extenuacion e aumentar a supervivencia in vivo (108). Outras subpoboacions de NKs, como os
iNKT, linfocitos cun TCR que s6 recofiece antixenos presentados por CD1d resultan tamén
alternativas prometedoras. En experimentacion clinica e preclinica respectivamente, esta clase
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de linfocitos demostrou actividade protectora fronte a GVHD en transplante e actividade fronte
a linfomas ao seren modificados con CAR-CD19. Finalmente, os linfocitos Tyd son unha
subpoboacion circulante e residente en tecidos epiteliais, con pouca tendencia a acceder a
rexions non inflamadas, cuxo TCR non se restrinxe ao recofiecemento de antixenos mediante
CMH. Por este motivo, non induce GVHD coma os Taf}, mantendo a actividade antitumoral ao
ser modificados con CAR (107).

A enfermidade de enxerto contra héspede que acabamos de expofier ¢ un dos grandes
efectos adversos, pero non o tnico. As CAR tamén tefien como diana células sas, xa que estas
proteinas non son exclusivas do tumor, no que se chama efecto “on-target off tumor”. As CAR-
CD19, as mais empregadas, causan importante deplecion linfoide B, mentres que por exemplo
as CAR-ErB2 causan unha insuficiencia cardiopulmonar letal ao afectar aos pulméns sans. O
sindrome de liberacion de citocinas (CRS) € unha activacidon aguda do sistema inmune resultado
da liberacion masiva por parte dos CAR T e do sistema inmune do propio suxeito de factores
entre os que destacan [FN-y, TNF-a, IL-10 e particularmente IL-6. Pode desencadear activacion
sistétmica do sistema mononuclear (resposta inflamatoria sistémica con febre alta,
hepatoesplenomegalia, linfadenopatias, coagulacion intravascular diseminada (109)), aumento
de permeabilidade vascular (vascular leakage syndrome, causando anasarca, edema de pulmon,
derrame pericardico e potencialmente fallo multiorgénico (110)), que pode pofier en perigo a
vida do paciente. Un CRS grave require dun diagndstico precoz, que esixe un diagndstico
diferencial cunha sepse, e tratamento precoz con esteroides, mesmo bloqueo do eixo IL-6 con
tocilizumab. As CAR T tamén poden causar neurotoxicidade con alteracion do nivel de
conciencia, alucinacions, delirium, afasia e mioclonias, de mecanismo incerto. Pénsase que se
pode producir unha infiltracion difusa do sistema nervioso central polas CAR T, que poderia
estar relacionado coa afectacion da barreira hematoencefalica polo CRS. Entre os efectos
adversos madis graves tamén esta descrito o sindrome de lise tumoral tras a infusion de CAR Ts
(103,111). Finalmente, comentar un caso descrito no que se produciu unha complicacion graves
e totalmente inesperada. Induciuse resistencia 4 terapia por introducir inadvertidamente o CAR
nunha célula maligna, de xeito que o CAR cubria os epitopos do propio CD19 da membrana
facéndoos irrecofiecibles polas CAR T (112).

6.3.3 Novas xeracions de CAR T

Para mellorar os resultados das primeiras CAR T fixéronse novas modificacions en
sucesivas xeracions. Primeiro, na segunda xeracion, engadiuse un sinal coestimulador a través
de alginha das moléculas CD28, 4-1BB (CD137), OX40, ICOS ou CD27, obténdose un
aumento da actividade antitumoral, supervivencia e activacion dos linfocitos. CD28 activa a
via PI3K/Akt/mTOR, estimulando a captacion de glicosa, metabolismo anaerdbico da mesma
e producion de ATP. Mentres que 4-1BB estimula a via Wnt/B-catenina primando a oxidacion
de 4cidos graxos e a capacidade respiratoria celular. Semella que a coactivacion con CD28
favorece a formacion de células efectoras (CCR7-), mentres que a via Wnt/B-catenina
favoreceria un fenotipo mais persistente en sangue periférica (células CCR7+). Na terceira
xeracion combinouse a accion das vias anteriores, pero non resultaron superiores a segunda
xeracion. Actualmente traballase nunha “cuarta xeracion” de CAR T que, ademais dun
coestimulador, expresen outros elementos funcionais, como a liberacion de interleucinas,
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receptores de citocinas, sistemas de on-off ou xenes suicidas. As TRUCKSs serian células CAR
T de cuarta xeracion modificadas cun casete de expresion constitutiva ou inducible dun
polipéptido transxénico, cuxa liberacion estd condicionada & activacion do CAR (promotor
NFATG6-IL-2). Deste xeito, ademais do efecto das anteriores xeracions, obtemos a vantaxe de
liberar de xeito local moléculas coma as interleucinas IL-12 ou IL-18, que activan a resposta
inmune e reducen a supresion mediada por linfocitos Treg (7,103).

Nesta cuarta xeracon de CAR Ts preténdense superar moitas destas barreiras descritas, e
algunhas que se expofien mais adiante. Exploranse estratexias diferentes, coma os linfocitos
1CAR, que proveen sinais inhibitorias e que se poderian utilizar contra antixenos secundarios
para evitar a actividade fora do tumor doutros CAR T e polo tanto toxicidades (113). Os CAR
condicionais son receptores formados por duas cadeas que precisan dimerizar para formaren o
CAR activo, pero para isto precisan da presenza dunha terceira molécula que nods
administrariamos ao paciente, empregandoa como interruptor e regulador da actividade dos
CAR T (114). Deseniaronse novos CAR (CD19-BBz(86)) que inducen menor secrecion de
citocinas, e polo tanto reducirian os casos de toxicidade por CRS, mantendo a stia potencia
antitumoral (115). Por outro lado, o emprego de CARs que recofiezan o segmento Fc das
inmunoglobulinas permite dirixir aos linfocitos contra diversos antixenos simultinea ou
secuencialmente administrando ao paciente anticorpos contra eles (116). Tamén se traballou no
desefio de CAR Ts con multiples especificidades. Unha estratexia consiste nos chamados
TanCAR, armados con ctas porcions scFV cada unha das cales recofiece un antixeno, sendo un
sO recofiecemento suficiente para a activacion (operador booleano OR), de xeito que permite
eliminar subclonas tumorais que perdan a expresion dun dos antixenos, tendo maior
especificidade por células que presenten ambolos dous (117). A outra consiste en co-expresar
dous CAR diferentes, un convencional coa porcion activadora de CD3 e outro que transmite o
sinal de CD28, sendo necesaria a activaciéon simultanea de ambos para obter a activacion
linfocitaria (operador booleano AND) de xeito que permite reducir a toxicidade (118). Os
switch-CAR T son linfocitos equipados con correceptores quiméricos, que recofiecen unha
molécula na porcion extracelular pero postien a porcion intracelular dun receptor distinto, de
xeito que poden converter un sinal inhibidor en activador, ou viceversa. Por outro lado, unha
estratexia para obter especificidade tumoral, desefiada para tumores solidos, € a incorporacioén
dun péptido que bloquee a actividade do CAR ata alcanzar o microambiente tumoral, onde as
condicions ambientais desactiven esta inhibicion (119). Finalmente, enumerar os TRUCKS,
capaces de liberar péptidos coma citocinas ou anticorpos no leito tumoral, ou os CAR T con
transxéns codificantes de receptores ou enzimas que melloren a sia supervivencia, replicacion
ou mobilidade na matriz extracelular. Elaborouse unha tdboa (Téboa 5) para resumir as
diferentes modificacions externas ao CAR que se exploraron nos ultimos anos.

37



Taboa 5: estratexias alleas ao CAR na cuarta xeracion.

Via molecular Modificacion Obxectivo Técnica empregada Ano | Ref.
evitar fratricidio en CAR-
CcDh7 KO CcDh7 Edicion con CRISPR-Cas9 (2018 ((120)
Kl transxene inducible | eliminar as CAR T en caso
Caspase 9 farmacoloxicamente de efectos adversos Transducion viral 2017|(121)
aumentar supervivencia e
IL-15 Kl IL-15; TRUCK actividade COMPROBAR Transducion viral 2010|(122)
IL-12 Kl IL-12; TRUCK evitar evasion inmune Transducion viral 2013|(123)
IL-18 Kl IL-18; TRUCK evitar evasion inmune Transducion viral 2017|(124)
reducir expresion de ILs e o
GM-CSF KO CRS Edicion con CRISPR-Cas9 [2019((125)
Kl scFv-antiTGFb; neutralizar TGFb
TGFb TRUCK extracelular Transducion viral 2018|(126)
Kl dnTGF-BRII- (en reducir sinal de TGFb cun
TGFb membrana) receptor sen actividade Transducion viral 2018|(127)
evitar a toxicidade Fas-FasL
FAS KO sobre as CART Edicion con CRISPR-Cas9 [2017((128)
evitar rexeitamento das CAR
CMH-| KO de b2microglobulina T via CMH-I Edicion con CRISPR-Cas9 (2017 ((128)
evitar GVHD suprimindo o
TCR KO da TACR TCRdas CART Edicion con CRISPR-Cas9 (2017 ((128)
expresion de CAR no locus
TCR KI de CAR de TCR, mellor actividade | Edicion con CRISPR-Cas9 |2017((129)
evitar a via inhibitoria
PD1 KO efectora PD1-PDL1 Edicion con CRISPR-Cas9 (2017 ((128)
KI transxene antiPD1; | bloquear PD-1 aumentando
PD1 TRUCK a supervivencia Transducion viral 2017|(130)
evitara via de inhibicién da
CTLA-4 KO activacion CD28; CTLA4-B7 | Edicion con CRISPR-Cas9 (2017((128)
resistencia ao VIH, para
CCR5 KO pacientes xa infectados TALEN 2017|(131)
aumentar supervivencia CAR
Catalase Kl catalase; TRUCK [T reducindo estrés oxidativo Transducion viral 2016|(132)
recuperar mecanismo de
supresion tumoral en
HVEM KI HVEM; TRUCK linfomas (HVEM; BTLA) Transducion viral 2016|(133)
KI switch-receptor (PD1-| convertir o sinal inhibitorio
CD28 CD28) de PD1 en activador CD28 Transducion viral 2016|(134)
restaurar resposta a IL7 e
KI transxén cadea alfa | promover a diferenzacion a
IL-7 IL7R Th1 Transducion viral 2014|(135)
KI transxene switch- Convertir sinal inhibidor de
IL-7 receptor (IL4R-IL7R) IL4 en sinal activador IL7 Transducion viral 2017|(136)
Degradar a matriz
extracelular aumentando a
Heparanase Kl heparanase movilidade Transducion viral 2015|(137)
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6.3.4 CAR T e inhibidores de checkpoints

Sendo o PD1 unha importante via de escape da resposta inmune para as neoplasias, causa
de anerxia sobre os linfocitos e probable causa do acurtamento da supervivencia das CAR T,
semella l6xico facer terapia combinada con inhibidores de checkpoints. TRUCKS portadoras de
anti-PD-1 e CAR T KO para PD1 resultaron mais efectivas que CAR T convencionais en
modelos de cancro de pulmoén e hepatocarcinoma, respectivamente. Asi mesmo, hai evidencia
sobre a eficacia de rescates con anti-PD1, cun caso de mantemento da resposta con doses baixas
repetidas de nivolumab, en pacientes que recaen tras resposta a tratamento con CAR T. Estudos
de laboratorio propofien sinerxia entre a estimulacion do CAR e a inhibicion do sinal de PD1,
aumentando a potencia e capacidade de expansion das células (111). Emporiso, alguns estudos
suxiren que o mantemento do bloqueo da via PD1 pode inducir sobreexpresion de TIM-3 e
LAG-3, e ter de xeito paradoxal consecuencias negativas sobre a actividade e persistencia dos
linfocitos, inducindo extenuacion. Tamén se describen casos de reactivacions agresivas da
enfermidade inducidas por tratamento anti-PD1. Ademais, o0 KO de PD1 nas CAR T reduce a
longo prazo a actividade antitumoral, por un exceso de diferenciacion prematura dos linfocitos
(138), o que por outro lado poderia xustificar os efectos de sinerxia iniciais a0 aumentar os
linfocitos activos. Asi, posiblemente PD1 xogue un papel na maduracién linfocitaria, e non
constitua sé no freo da stia activacion, polo que se require investigacion sobre a combinacion
de CAR T e inhibidores de checkpoints. Por outro lado, esta descrita a combinacion de CAR T
con vacinacidon tumoral, con virus recombinantes que expresan proteinas tumorais. Tratase
dunha investigacion preclinica en modelos animais con resultados prometedores, pero emprega
CAR Ts con TCR, fora da lifa da obtencion de células universais (139).

6.3.5 Papel de CRISPR-Cas9 nas novas CAR T

As estratexias das novas xeracions de CAR T requiren de multiples cambios sobre os
linfocitos de forma simultanea, con KO dalguns xenes e inducindo a expresion doutros. Os
vectores virais son un mecanismo efectivo e ata agora seguro de transducion do CAR e de
outros xenes. Pero tanto os lentivirus como os retrovirus integran a sua carga no ADN de xeito
aleatorio, de feito que os efectos son imprevisibles, co risco potencial de que estes cambios
resulten oncoxénicos ou alteren a funcidon do linfocito. Por outro lado, as ferramentas tipo
TALENSs e ZFNs, se ben foron utilizadas en clinica, requiren dun longo proceso de desefo e
validacion, e a edicion multiple ¢ moi complexa. CRISPR-Cas9 consigue unha alta eficiencia,
conseguindo bos resultados en edicion multiple (multiplex editing), e ofrece a posibilidade de
dirixir a integraciéon do materal xenético introducido a través de recombinacion homologa.
Permite solucionar os problemas que se presentaban coas outras ferramentas e facilita
enormemente problemas como o da universalidade ou a mellora da supervivencia en ambientes
tumorais (7,140).

CRISPR-Cas9 xa foi empregada en diversas ocasions no desefio de novas CAR T (ver
taboa 5). Empregouse para eliminar o CD7 (marcador de células T) en CAR T dirixidas contra
neoplasias de linfocitos T e evitar asi o fratricidio entre células T. Tamén foi empregada para o
KO de distintos xenes bloqueando diversas vias de anerxia dos linfocitos: FAS, que induce
toxicidade pola interaccion FAS-FASL; o PD1 ou o CTLA-4, xa comentados. Tamén se
conseguiu evitar a formacion do CMH-I mediante o KO da B2-microglobulina, necesaria para
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a presencia na membrana deste, o que evita que as CAR T sexan rexeitadas polo sistema inmune
do paciente por esta via. Para reducir a GVHD e o CRS, conseguiuse o KO de TCR, evitando
a activacion non mediada por CAR, e do GM-CSF, reducindo a cantidade de citocinas liberadas
polas CAR T sen perda de eficacia. Finalmente, CRISPR-Cas9 permitiu a insercion dirixida do
CAR dentro da rexion TCAR, permitindo unha expresion mais fisioloxica do CAR, mediada
polo promotor do TCR, cun KO simultaneo deste.

Con todo, existen algins inconvenientes referentes & seguridade no uso de CRISPR-Cas9
que deben ser controlados. En primeiro lugar, os efectos off-target poden producir mutacions
aleatorias que poderian afectar a xenes supresores de tumores ou protooncoxenes. Por isto,
deberian estudarse os posibles efectos off-target que se dan coas secuencias diana escollidas
para poder avaliar o perfil de seguridade (140). Dispofiemos de estratexias para abordar estes
problemas, optimizando o sgRNA (lonxitude do mesmo e eleccion de dianas) e a Cas9:
moléculas con diferentes PAMs, nickases, e variantes con menos tendencia a erros. En segundo
lugar, ainda que con baixa probabilidade, coa edicion multiple poden ocorrer translocacions
debido as multiples roturas de dobre cadea que se producen. A andlise sistematica dos produtos
de edicion mediante técnicas como a citoxenética ou a secuenciacion combinados con
predicions in silico permiten minimizar os riscos 4 hora de infundir as células nos pacientes
(140-142).

En canto ao transporte de CRISPR-Cas9, ¢ preciso un método que resulte o menos toxico
posible para os linfocitos. Os de vectores virais tefien de novo o risco potencial de mutaxénese
e a presenza mantida de Cas9 na célula aumenta os efectos off-target, pero presentan unha
elevada eficiencia e son moi empregados para o transporte do ADN exoxeno. A electroporacion
tamén ¢ un método empregado frecuentemente pola sta sinxeleza e seguridade, con pouca
toxicidade para as células e que, en combinacion con técnicas de edicion multiple permite
someter aos linfocitos a un unico proceso de transporte (o que reduce a toxicidade),
conseguindo con el todas as modificacions necesarias (7,141).

En resumo, as novas CAR T baséanse en multiples edicions xenéticas que permitan ben a
sua universalidade, ben a introducién de mecanismos de control e reducion de efectos adversos,
asi como mellorar a stia eficacia mediante o aumento da supervivencia e a evitacion dos
mecanismos de anerxia do tumor. CRISPR-Cas9 posttlase como ferramenta de referencia para
o desefio de novas CAR T que sexan seguras ¢ poidan acadar mellores resultados clinicos, e
poidan chegar a revolucionar o tratamento dos tumores s6lidos. Asi mesmo, deberase probar en
futuras investigacions a utilidade das ferramentas emerxentes, como o prime editing, nestes
campos.
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7. Abreviacions

Coa fin de facilitar a lectura, ofrécense ordenadas alfabeticamente algunhas das
abreviacions e siglas mais empregas ao longo do traballo, co seu significado en lingua inglesa
e algunhas anotacions.

AAV: adeno-associated virus
AdV: adenovirus

AME: atrofia muscular espifial
ASQO: anti-sense oligonucleotide
AuNP: nanoparticulas de ouro
BE: base editing

Cas: CRISPR associated (gene)
CAR: chimeric antigen receptor
crRNA: CRISPR RNA

CPP: cell penetrating peptides
CRISPR: clustered regularly
interspaced short palindromic
repeats

CRS: cytokine release syndrome
DAMPs: damage associated
molecular patterns

dCas9: dead Cas9, sen actividade
catalitica

DMAE: dexeneraciéon macular
asociada 4 idade

EMA: European Medicines
Agency,

FDA: Food and Drug
Administration

gRNA: guide RNA

HDR: homoly directed repair,
recombinacion homoéloga
Indels: insercions-delecions

KI: knockin
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KO: knockout

LV: lentivirus

CMH: complexo maior de
histocompatibilidade

MPS: mucopolisacaridose

NHEJ: non homologous end
Jjoining, recombinacion non
homologa

PAMPs: pathogen associated
molecular patterns

PE: prime editing

pegRNA: prime editing guide RNA
RNP: ribonucleoproteina

sgRNA: synthetic guide RNA
SNPs: single nucleotide
polymorphisms

TALENS: transcription activator-
like effector nucleases

TCR: T cell receptor

TLR: toll-like receptor
tractRNA: trans-activating
CRISPR RNA

TRUCK: T cell redirected for
universal cytokine-mediated killing
VCAM: vascular cell adhesion
molecule 1

ZFNs: Zinc-finger nucleases
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