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repeats
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- MHC: Major histocompatibility complex
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- KO: knockout
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- CPP: cell penetrating peptides

- LNP: lipids nanoparticles

- WT: wild type

- TAMs: tumor associated macrophages
- TEM: tumor microenvironment

- gRNA: guide RNA

- dCas9: dead Cas9

- DSB: double-strand break
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Resumen

La edicidn genética aplicada a la inmunoterapia celular del cancer es un potente campo de
investigacion hoy en dia, gracias en gran parte a las herramientas basadas en el sistema
CRISPR/Cas, que permite una edicidn sencilla y eficaz, en multiples genes a la vez. El salto de
estas terapias del laboratorio a la clinica esta cada dia mas cerca, y en el caso de los linfocitos
con receptor de antigeno quimérico (CAR-T) ya es una realidad, aunque alin quedan importantes
pasos en el camino hacia la optimizacién de esta nueva arma contra el cancer.

En este trabajo, veremos cdmo funciona el sistema CRISPR/Cas, asi como la terapia celular con
CAR-T y con linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), y el papel que en ellas desempefia la edicion
genética mediada por la herramienta previamente mencionada, para finalizar con la ultima
novedad de la terapia celular contra el cancer. La busqueda documental bibliografica se
complementd con la asistencia a journal clubs, sesiones de discusion de los proyectos de la
Unidad de Edicién Gendémica del grupo de Medicina Xendmica y asistencia puntual a los
laboratorios del CIMUS.

Gene editing applied to cancer cell immunotherapy is a powerful field of research today,
thanks in large part to tools based on the CRISPR/Cas system, which allows simple and efficient
editing, in multiple genes at the same time. The leap of these therapies from the laboratory to
the clinic is closer every day, and in the case of lymphocytes with chimeric antigen receptor
(CAR-T) itis already a reality, although there are still important steps on the road to optimization
of this new weapon against cancer.

In this work, we will see how the CRISPR/Cas system works, as well as cell therapy with CAR-T
and tumor infiltrating lymphocytes (TILs), and the role that gene editing mediated by the
previously mentioned tool plays in them, to end with the latest novelty in cell therapy against
cancer. The bibliographic documentary search was complemented with attendance at journal
clubs, discussion sessions of the projects of the Genomic Editing Unit of the Xenomic Medicine
group, and punctual attendance at the CIMUS laboratories.

A edicién de xenes aplicada 4 inmunoterapia con células cancerosas é hoxe un poderoso
campo de investigacidn, grazas en gran parte a ferramentas baseadas no sistema CRISPR/Cas,
gue permite a edicién sinxela e eficiente, en multiples xenes ao mesmo tempo. O salto destas
terapias do laboratorio a clinica estd cada dia mais preto e no caso dos linfocitos con receptor
de antixeno quimérico (CAR-T) xa é unha realidade, ainda que ainda hai pasos importantes no
camifio para optimizar esta nova arma contra o cancro.

Neste traballo veremos como funciona o sistema CRISPR/Cas, asi como a terapia celular con
CAR-T e linfocitos infiltrantes de tumores (TILs) e o papel que xoga neles a edicion de xenes
mediada pola ferramenta mencionada anteriormente, para rematar coa uUltima novidade da
terapia celular contra o cancro. A busca documental bibliografica complementouse coa
asistencia a journal clubs, sesidéns de debate dos proxectos da Unidade de Edicién Xendmica do
grupo de Medicina Xendmica e asistencia puntual aos laboratorios do CIMUS.



Objetivos y metodologia

El objetivo de este trabajo es revisar diferentes estrategias que se estan desarrollando en el
campo de la terapia celular, en concreto con linfocitos de la estirpe T, basadas en la edicién
genética mediada por el sistema CRISPR/Cas. Se hablard de la investigacion con CAR-T, sus
efectos secundarios, limitaciones, y posibles estrategias para mejorar esta terapia, como la
obtencidn de linfocitos universales o mas resistentes a la regulacidn negativa que ejerce el
tumor sobre ellos. De igual modo se aborda la otra terapia con linfocitos T: los linfocitos
infiltrantes de tumor (TILs). Al final del trabajo se mencionan nuevas estrategias con estirpes
celulares diferentes a los linfocitos, asi como una reflexién personal desde el punto de vista mas
clinico.

La informacién se obtuvo de la base de datos PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), de
diversos articulos cientificos proporcionados por miembros del equipo del CIMUS, la web de la
Agencia Europea del Medicamento (EMA) (https://www.ema.europa.eu/en), la de la Food and
Drug Administration (FDA) (https://www.fda.gov/), asi como el registro de ensayos clinicos
ClinicalTrials (https://clinicaltrials.gov/). La busqueda fue guiada tratando de incorporar
publicaciones lo mas recientes posibles, con el objetivo de mostrar lo Ultimo en este campo.
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Introduccion a la edicién gendmica

El popular sistema CRISPR / Cas permite la ingenieria de precisidn sobre el genoma al inducir
una ruptura de doble hebra en el DNA (Double strand break, DSB) especificamente en el sitio
que buscamos dentro del genoma. La DSB se repara mediante vias de reparacion de DNA
enddgenas, ya sea mediante la unidn de extremos no homdlogos (NonHomologous End Joining,
NHEJ) o reparacién dirigida por homologia (Homologous Directed Repair, HDR) (1).

Nos fijaremos un poco mas en estas dos vias principales de reparacién antes de entrar en de-
talle con la CRISPR/Cas.

- NHEJ: es la via de reparacidon de rotura de doble hebra predominante a lo largo del ciclo celular
y representa casi toda la reparacion de DSB fuera de las fases Sy G2.

NHEJ se basa en la proteina Ku para enhebrarse en los extremos del DNA y asi mejorar la afi-
nidad de los componentes enzimaticos del NHEJ que consisten en polimerasas (Pol u y Pol A),
una nucleasa (el complejo Artemis - DNA-PKcs) y una ligasa (XLF - XRCC4 - Complejo Lig4). Cada
uno de los componentes enzimaticos se distingue por su versatilidad al actuar en diversas con-
figuraciones de extremos de DNA incompatibles junto con una flexibilidad en el orden de carga,
lo que da lugar a muchos resultados de unidn posibles de una DSB. Los extremos del DNA pueden
ligarse directamente o, si los extremos son incompatibles, procesarse hasta que se logre una
configuracion ligable que a menudo se estabiliza con hasta 4 pb de microhomologia terminal. El
procesamiento de extremos de DNA da como resultado la pérdida o adicién de nucleétidos, lo
gue explica por qué las DSB reparadas por NHEJ rara vez se restauran a su secuencia de DNA
original. Por lo tanto, NHEJ es una via con multiples enzimas a su disposicién para reparar las
DSB, lo que conlleva una diversidad de resultados de reparacién, como por ejemplo la produc-
cién de microdeleciones o microinserciones, que pueden alterar el marco de lectura (2).

- HDR: Se trata de una reparacién que emplea un molde homélogo como base para arreglar la
ruptura de la doble hebra de DNA. Esta secuencia que sirve de guia suele provenir de la croma-
tida hermana, y por eso este tipo de reparacién acontece en las fases S y G2 del ciclo celular.

Al principio, actla sobre la secuencia el complejo MRN (Mre11-Rad50-Nbs1), que produce una
reseccion en uno de los hilos de los extremos de la ruptura, convirtiéndolos en cohesivos. Luego
se une la proteina RPA (Replication Protein A), lo que a su vez permite la participacion de otras
(como RAD51 o BRCA) y se cataliza una estructura filamentosa en el extremo. Esto conlleva la
invasién de una doble hebra de DNA que se estabiliza en un bucle D (D-loop formation) en pre-
sencia de un alto nivel de homologia, un proceso que conduce a la formacién de un heterodi-
mero. La secuencia homdloga dirigira la sintesis de la cadena cortada, que posteriormente se
estabilizard mediante ligasas, lo que resultara en la reparacion del dafio (3).
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Figura 1. Esquema de la HDR y la NHEJ

Figura 1. Esquema de la HDR y la NHEJ. En el caso de la HDR (izquierda en la imagen), vemos
representadas diferentes complejos proteicos que intervienen en la reparacién, como el
MRE11 o el RAD51, asi como el molde de DNA sobre el que se realiza la reparacion. A la dere-
cha de la imagen tenemos la NHEJ, donde también se representan diferentes proteinas (poli-
merasas, nucleasas, ligasas) que llevan a la reparacion de la doble hebra generando en el pro-
ceso un indel, una delecién o una incorporacién de un nucleétido en la secuencia. Imagen to-
mada de (4).

Estos métodos de reparacion son clave cuando hablamos de edicién genética, no solo con
CRISPR/Cas, si no que en otras técnicas también, como los dedos de Zinc o las TALENs (Trans-
cription activator-like effector nuclease).

La NHEJ tiende a producir cambios en el marco de lectura de un gen, con la incorporacién o la
delecién de un solo nucleédtido ya se alteran los codones (agrupaciéon de tres nucledtidos, que
codifican normalmente para un aminodcido) a partir de ese nucledtido, y esto conlleva una alta
probabilidad de que se genere un coddn de parada, lo que no permitiria que continuase la trans-
cripcion de ese gen, dando lugar a la no expresidn de lo que codificaba ese gen. Es decir, que
cuando una célula usa este método de reparacion, facilita la generacidon de un KnockOut (KO),
esto es, una modificacidn en la célula que hace que pierda la expresién de un gen.



Por otra parte, tenemos la HDR, la cual nos permite introducir nuevo material genético en una
region concreta si suministramos un fragmento de DNA homdlogo en la rotura que producimos.
Para ello, las células necesitan estar en unas fases concretas del ciclo celular como mencionamos
previamente (S y G2) para poder llevar a cabo esta reparacion. Regular qué método de repara-
cién emplea la célula segln nos interese seria muy interesante (5).

Sistema CRISPR/Cas

Aspectos histdricos

Veamos como fueron los origenes de esta técnica y su evolucién (apenas 30 afios desde su
descubrimiento).

El primer antecedente del sistema CRISPR se remonta a 1987, cuando se publicé el primer
articulo que hacia mencién a la existencia de secuencias repetidas en el genoma bacteriano, en
concreto en Escherichia Coli (6). Inicialmente se considerd que tales secuencias carecian de fun-
cion. Posteriormente, en el aiio 1993, el investigador espafiol Francisco Martinez Mojica, descri-
bid secuencias con una estructura similar en las arqueas Haloferax mediterranei (7), que habitan
exclusivamente en las salinas de Santa Pola (Alicante), y dos afios después (1995) publicé otro
articulo reportando su presencia también en Haloferax volcanii (8). En este segundo articulo se
describian dichas secuencias como fragmentos de 30 pb (pares de bases) con simetria de diadas
que se repetian en tdndem, intercaladas con secuencias Unicas de 33-39 pb y se las denominaba
TREPs (por tdndem repeats). Posteriormente pasaron a denominarse “repeticiones cortas regu-
larmente espaciadas” (SRSRs por sus siglas en inglés: short regularly spaced repeats) y en el aio
2000 Mojica ya habia encontrado estas secuencias en 20 microorganismos diferentes (9). Dos
afios mas tarde, Ruud Jansen identificd genes que estaban asociados a estas secuencias, los ge-
nes cas (CRISPR-associated) que codifican para las proteinas Cas, y de comun acuerdo con Mo-
jica, decidieron utilizar en adelante el nombre que actualmente conocemos: CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / repeticiones palindromicas cortas agrupadas
interespaciadas con regularidad) (10). Fue en 2005 cuando tres laboratorios independientes,
entre ellos el de Mojica, dilucidaron la funcién bioldgica del sistema CRISPR, al identificar simili-
tudes entre los espaciadores asociados a CRISPR y el genoma de ciertos virus que infectan a
bacterias, deduciendo asi que CRISPR podria ser un sistema de defensa frente a virus (11, 12,
13). Estos descubrimientos sentaron las bases para el posterior desarrollo de la técnica de edi-
cién genética.

Tras el descubrimiento de 2005, se sucedieron toda una serie de investigaciones que fueron
esclareciendo y ratificando la funcidn y el modo de accidn de este sistema defensivo inmune
adaptativo natural con memoria (14). Finalmente, en el afio 2012, Doudna y Charpentier utiliza-
ron el sistema CRISPR para cortar ADN de forma dirigida in vitro y demostraron que los dos RNA
necesarios para la funcidon de Cas9 (crRNA y tracrRNA) podian unirse en un Unico ARN guia
(sgRNA) (15). Su articulo fue el primero en el que se reconocia el potencial de CRISPR para ser
utilizado en edicion genética, y a partir de ahi vinieron nuevos avances de interés biotecnoldgico
y biomédico (16). El descubrimiento de la aplicacién de este sistema como herramienta de edi-
cidon genética les valid el premio Nobel de Quimica 2020 a estas dos investigadoras.



Aspectos técnicos

El sistema funciona de tal modo que los fragmentos de DNA viral que se transfieren a las bac-
terias y arqueas quedan insertados en su genoma tras el primer contacto de éstas con el patd-
geno, de forma que en un posible contacto en el futuro con un virus similar la bacteria reconoce
el DNA invasor y lo ataca (16).

Existen varios tipos de CRISPR con secuencias variables y que dependen de diferentes protei-
nas Cas, aunque todos comparten una actividad similar codificada por DNA y mediada por RNA.
El locus CRISPR se compone de secuencias de repeticidn cortas, que oscilan normalmente entre
28 y 37 pb, separadas por espaciadores, cada uno con una secuencia Unica de longitud similar.
Cada repeticidn es dispuesta de manera palindromica, lo que significa que la secuencia de repe-
ticion en un lado de la hebra es idéntica a la secuencia de la hebra opuesta cuando ambas se
leen en sus respectivas direcciones 5" a 3. Las secuencias espaciadoras presentan material ge-
nético derivado de fagos o plasmidos virales, que constituyen los elementos clave de la especi-
ficidad de los mecanismos de defensa de CRISPR (17).

Una regidn rica en adenina y timina, conocida como secuencia lider, estad upstream (algo asi
como rio arriba) del locus CRISPR. Esta secuencia lider tiene una longitud de aproximadamente
500 pb, lleva elementos promotores asi como sefiales que intervienen en la adaptacién de los
sistemas CRISPR, siendo cruciales para la transcripcién de crRNA (CRISPR RNA) y la integracion
exitosa de material genético extrafio en las secuencias CRISPR (18).

La formacion CRISPR vy la secuencia lider estan precedidas por genes asociados a CRISPR, los
genes Cas, que sintetizan las proteinas Cas, las cuales se emparejan con el crRNA transcrito
desde el loci CRISPR, formando los complejos efectores CRISPR-Cas que median el silencia-
miento y la escisién de acidos nucleicos extrafios. Debido a las variaciones en los genes Cas y las
diferentes combinaciones de locus CRISPR, existen varios tipos de sistemas CRISPR-Cas. Los es-
tudios mas recientes hablan de dos clases y seis tipos de sistemas. Los sistemas de clase 1 inclu-
yen los tipos |, lll y IV, que dependen de complejos constituidos por crRNA multiproteicos para
ejecutar su funcién; los sistemas de clase 2 abarcan los tipos Il, V y VI, cuyo complejo efector
estd compuesto por una Unica proteina multidominio. (19)
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Figura 2. Estructura y funcion del sistema CRISPR-Cas. (A) La estructura tipica de un locus
CRISPR. (B) Adquisicidn de un nuevo espaciador derivado de un bacteriéfago. Al invadir un bac-
teriofago por primera vez, se incorporaron un nuevo espaciador derivado del DNA invasory
una repeticidn en el locus CRISPR. (C) El mecanismo inmunoldgico del sistema CRISPR-Cas re-
sisti6 la invasion del DNA. Cuando el mismo bacteriéfago invadié nuevamente, el locus CRISPR
pudo transcribirse en un pre-crRNA largo que se procesé y generd pequenos crRNA. El crRNA
especifico sirvid como guia para las proteinas Cas que reconocieron y escindieron el DNA inva-
sor. (20)

El sistema CRISPR actua en tres etapas: adaptacion, biogénesis del CRISPR RNA (crRNA) y por
ultimo la interferencia. Veamos en qué consisten estas fases.

Adaptacién:

La adaptacién o adquisicién es el primer paso. En esta fase, el material genético del fago inva-
sor se incorpora al sistema CRISPR-Cas, proporcionando asi al organismo una forma de recono-
cer y ajustar su respuesta si en el futuro se producen invasiones por esa cepa de fagos en parti-
cular. Casl y Cas2 son las proteinas clave que median la adaptacidn, y son ubicuas en los siste-
mas CRISPR-Cas, independientemente del tipo (21). Ambas proteinas son necesarias para este
paso, ya que la expresién aislada de Casl no potencia la adquisicion del espaciador, y lo mismo
ocurre si se expresa Cas2 por si sola. (22)

El complejo Cas1-Cas2 juega un doble papel en la adaptacion, por un lado participa en la esci-
sién del protoespaciador (segmento presente en la molécula de DNA extrafio que precede a la
secuencia espaciadora) y por otro interviene en la incorporacién de este segmento a la secuen-
cia CRISPR (23).

La seleccién de secuencias de protoespaciadores parece estar mediada por motivos cortos si-
tuados cerca de la secuencia diana, y se denominan motivos adyacentes a los protoespaciadores
(protospacer adjacent motifs o PAM). Los PAM son secuencias cortas (de 2 a 5 nucledtidos),
especificos para cada subtipo de CRISPR-Cas y bacteria, que determinan la posicién del espacia-
dor dentro de la matriz CRISPR en los sistemas de tipo | y Il, los modelos mejor entendidos en
esta fase de adaptacidon (24). En los sistemas de tipo |, Casl se une a la secuencia complemen-
taria de PAM en su forma de ssDNA (single-stranded DNA, o DNA monocatenario). En cuanto a
los sistemas de tipo Il, Cas9 reconoce la secuencia PAM en forma de doble hebra (double-stran-
ded DNA o dsDNA) (25). Ademds, Los PAM parecen participar en la fase de interferencia y tam-
bién en la distincién entre el material genético propio y el ajeno (26). Finalmente, la actividad
integrasa del complejo Cas1-Cas2 media la integracién del DNA protoespaciador en la matriz
CRISPR.

Biogénesis del RNA CRISPR:

La transcripcion y procesamiento de la matriz CRISPR en pequefios crRNA implica procesos y
enzimas especificos que difieren entre los diferentes subtipos (sobre los cuales no entraremos
en profundidad). En todos ellos, el locus CRISPR es transcrito en un precursor de crRNA (pre-
crRNA), que posteriormente es escindido y procesado por proteinas Cas o ribonucleasas celula-
res, produciendo unidades mas pequefias de crRNA maduro (27). Este crRNA maduro unido a
una proteina Cas forman el complejo efectivo que lleva a cabo la siguiente fase, la interferencia.
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Interferencia:

Tras la infeccidn, las moléculas maduras de crRNA dirigen la maquinaria de interferencia espe-
cifica de cada subtipo hacia acidos nucleicos invasores para llevar a cabo el silenciamiento del
material genético foraneo. Este es el objetivo, y cada subtipo lo lleva a cabo con una maquinaria
distinta, pero en esencia se basa en reconocer por complementariedad el DNA extrafio mediante
el crRNA y destruirlo gracias a la actividad catalasa de las proteinas Cas (28).
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Figura 3. Esquema de las etapas del sistema CRISPR
Figura 3. Esquema de las etapas del sistema CRISPR. EI DNA invasor es procesado e integrado
en la matriz de CRISPR, y al producirse una nueva invasion es transcrito y madurado a crRNA,

gue unido a la proteina Cas (en marrdn) actian como sistema de defensa degradando el mate-
rial genético extrafio, protegiendo a la bacteria de la nueva invasién (28).
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CRISPR-Cas como herramienta de edicion genética.

Ahora veremos la aplicacién del sistema CRISPR-Cas como método de edicion genética, sus
ventajas e inconvenientes.

De ambas clases CRISPR-Cas, los sistemas de clase 2 son los mas extendidos entre la comuni-
dad cientifica debido a la simplicidad de su mecanismo. Mientras que los sistemas de clase 1
requieren un complicado complejo multiproteico en cascada, los sistemas de clase 2 dependen
solo de pequeiias moléculas de RNA, aparte de la proteina Cas especifica del tipo.

Concretamente el tipo Il, depende de la proteina Cas9 y de moléculas de RNA trans-activantes
(trans-activating RNA molecules o tracrRNA), las cuales se emparejan a los crRNA mediante com-
plementariedad, originando un complejo de RNA dual (tracrRNA:crRNA). La unién de este com-
plejo con Cas9 induce cambios conformacionales en esta proteina, que conllevan su activaciéon
catalitica. De este modo, ya tenemos una estructura que localiza una secuencia concreta (el RNA
dual) y una estructura que produce una rotura en el material genético (Cas9) (29).

Jinek y colaboradores, en 2012, desarrollaron la siguiente hipédtesis, la cual se demostré que
era posible y supuso una gran revolucidn en el mundo de la edicién genética: en el sistema tipo
I, el complejo de ARN de doble guia tracrRNA:crRNA de Cas9 podria fusionarse en un solo RNA
quimérico uniendo el extremo 3" del crRNA al extremo 5" del tracrRNA. Esta técnica permitiria
la escisién programada del DNA mediante la creacidn del RNA quimérico especifico del DNA
objetivo, posteriormente designada como sgRNA o gRNA (RNA guia) (30).

Gracias a la homologia entre el gRNA y la secuencia objetivo, y la actividad catalitica de Cas9
se produce una rotura de doble hebra (double-strand break o DSB) en el DNA.
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Figura 4. DSB mediada por el complejo gRNA/Cas9
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Figura 4. Representacion de la rotura de doble hebra mediada por el complejo gRNA/Cas9.
Imagen adaptada de addgene-CRISPR guide (https://www.addgene.org/guides/crispr/).

La reparacién de la DSB es llevada a cabo por los mecanismos que vimos al principio del tra-
bajo: ya sea mediante la union de extremos no homélogos (NonHomologous End Joining, NHEJ)
o reparacion dirigida por homologia (Homologous Directed Repair, HDR).

La NHEJ no necesita una secuencia molde para llevar a cabo la reparacién y puede producir
pequefias inserciones o deleciones, lo que podria alterar el marco de lectura, produciendo nor-
malmente un coddn de stop prematuro, llevando a la no expresién del gen (KnockOut, KO). NHEJ
es un proceso aleatorio e impredecible no apto para la edicién de una Unica base o la insercidn
de secuencias especificas (2).

La HDR es un método mas preciso en la reparacién de la DSB y en la incorporacién de secuen-
cias especificas después de la escision de Cas9. Al contrario que la NHEJ, la HDR requiere una
plantilla de ADN que contiene la secuencia que se entregara a la célula como molde sobre el que
reparara la DSB. El problema es que este tipo de reparacion solo tiene lugar en las fases Sy G2
del ciclo celular (3).

Ademas de las mutaciones y la edicion de genes, los sistemas CRISPR también se han manipu-
lado para aumentar o reducir la expresién genética. Al introducir dos mutaciones en los domi-
nios cataliticos RuvC y HNH de Cas9, los cientificos disefiaron una Cas9 "muerta" (dead Cas9 o
dCas9) que tiene la capacidad de unirse al DNA pero no tiene actividad catalitica, no lo corta. La
represion es posible usando dCas9 unida a moléculas de gRNA complementarias a una regién
genética seleccionada. La unién al gen objetivo impide la transcripcién, aparentemente por in-
hibir estéricamente la unidn y la actividad de la RNA polimerasa (RNAP). Ademas, tanto la inicia-
cién y los pasos de elongacion de la transcripcidn pueden prevenirse mediante este método,
dependiendo de la regidn del gen hacia la que se dirige dCas9 (31).

Las modificaciones de la expresidon génica (podemos aumentarla o disminuirla) causadas por
dCas9 son transitorias, ya que el DNA genédmico no esta alterado, sin embargo, se pueden lograr
modificaciones persistentes con dCas9 fusiondndola con acetiltransferasas, desmetilasas de his-
tonas/DNA o metiltransferasas, que alteran la acetilacion/metilacion de histonas o del DNA e
inducen la modulacion de la expresion epigenética potencialmente hereditaria cuando el obje-
tivo son células en division (32).

Introduccidn del sistema CRISPR/Cas en el interior de las células

Se han desarrollado y empleado diferentes técnicas para la introduccion del sistema en las
células objetivo.

Por ejemplo, métodos fisicos como la microinyeccion o la electroporacién mostraron resulta-
dos exitosos, sin embargo, la microinyeccion es un método intrusivo que puede dafar las células
y requiere la inyeccion individual de cada célula, lo cual es muy laborioso. Ademas, ambas téc-
nicas sélo son adecuadas para el uso in vitro (33).

Los vectores virales son un medio versatil de administracion con diversas practicas in vitro e in
vivo, en funcién del vector elegido. Por ejemplo, los vectores virales adenoasociados (adeno-
associated viral, AAV) se han utilizado en un sistema de casete doble como una forma de admi-
nistrar hasta tres gRNA incorporados en un plasmido a la misma célula para estudiar la funcién
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genética in vivo mediante la edicién de multiples genes o para crear modelos de enfermedades
(34). El cribado de la funcién genética en el genoma es otro uso de los vectores virales, a través
de bibliotecas generadas por el uso de lentivirus de gRNA (35). Los vectores virales son uno de
los principales métodos de introduccidn usados en ensayos clinicos, aunque su utilidad y gran
eficacia pueden verse obstaculizadas por diversos factores, como la inmunogenicidad, la limi-
tada capacidad de insercion (en el caso de los AAV), carcinogénesis (principalmente lenti- y re-
trovirus), y efectos fuera del objetivo (lentivirus) (36, 37).

Recientemente se han desarrollado nuevos mecanismos que han mostrado resultados prome-
tedores como alternativas adecuadas a los virus y métodos fisicos, como por ejemplo los pépti-
dos penetrantes de células (cell-penetrating peptides, CPP) conjugados con Cas9 y en complejo
con el gRNA (38), nanoparticulas de oro y arginina catiénica (ArgNPs) con sistemas Cas9 (39), o
nanoparticulas lipidicas (lipids nanoparticles, LNP) (40).

Limitaciones y retos del sistema CRISPR/Cas

A pesar de las cualidades de los sistemas CRISPR, es necesario tener en cuenta algunas limita-
ciones de CRISPR para su empleo en aplicaciones terapéuticas y clinicas a mayor escala.

Los sistemas CRISPR-Cas requieren una secuencia PAM corta junto al extremo 3’ de la secuen-
cia objetivo. Esta caracteristica limita su uso cuando tal PAM no existe en la vecindad del locus
sobre el que se desea actuar. Sin embargo, las secuencias que forman los PAM son muy comunes
en el genoma, y tenemos acceso a multiples Cas9 de diferentes bacterias con una gran variedad
de PAM, solo hay que elegir la que mejor nos venga segun nuestra necesidad (26).

Uno de los obstaculos mas importantes del sistema CRISPR es su propension de generar efec-
tos fuera del objetivo (off-target effects). Si bien los objetivos de TALEN pueden tener una lon-
gitud de 30 nt, lo que los convierte en destinos Unicos en el genoma y reducir la posibilidad de
desajustes, Cas9 estd guiada por una fraccién de 20 nt del gRNA, y mantiene la actividad de
escisién incluso con 3-5 desajustes en el extremo distal del gRNA que reconoce el PAM (41). La
escision y unidn defectuosa fuera del objetivo puede resultar en mutagénesis colateral, inducida
por la reparacién de la DSB por NHEJ, que es propensa a errores. Las consecuencias nocivas
pueden surgir por mutaciones fuera del objetivo, como la activacidon de oncogenes o el silencia-
miento de genes supresores de tumores (42).

Algunos aspectos de la HDR en la reparacidn de la DSB también pueden afectar la eficiencia de
CRISPR. Para llevar a cabo una edicidn genética precisa con CRISPR y ser una alternativa tera-
péutica confiable, HDR debe ser el principal mecanismo de reparacién después de la escision
mediada por Cas9. Debido a la baja tasa de recombinacion de la HDR, que es solo facilmente
disponible en células en divisidn, este método debe volverse mas robusto y flexible para ver su
uso en la terapia de enfermedades, por ejemplo, con métodos que incentiven este tipo de repa-
racion e inhiban la NHEJ (43).
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Figura 5. Efectos off-target

Figura 5. Representacion de los posibles efectos off-target del sistema CRISPR/Cas (44).

Con las mejoras en del disefio del gRNA se ha reducido notablemente los efectos off-target; sin
embargo, ahora mismo uno de los mayores retos que plantea este sistema son los efectos in-
deseados on-target, es decir, que el complejo Cas-gRNA llega correctamente al lugar que noso-
tros queremos, pero en su proceso de escisidon no actia como lo habiamos planeado, llegando
a producir un extenso dafo on-target, incluyendo grandes deleciones, inversiones e insercio-
nes.

Un estudio Investigd la aparicion de efectos nocivos on-target en células madre humanas des-
pués de la insercidn de mutaciones relacionadas con la enfermedad mediante HDR y edicidn
de genes mediante NHEJ. Identificaron grandes deleciones gendmicas mono-alélicas y pérdida
de heterocigosidad que escapan a los controles de calidad estandar en hasta el 40% de los clo-
nes editados. Para detectar de manera confiable tales eventos, describen herramientas basa-
das en genotipado simple, de bajo costo y ampliamente aplicable de PCR de genotipado cuan-
titativo (ggPCR) y polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) y sugirieron su uso como controles
de calidad adicionales después de la edicién. Esto ayudaria a garantizar la integridad de los loci
editados y aumentaria la confiabilidad de la edicién CRISPR (79).
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Inmunoterapia

La inmunoterapia es una forma de tratamiento del cdncer que utiliza las fortalezas del propio
sistema inmunitario para prevenir, controlar y eliminar el cancer.

La inmunoterapia puede:

- Educar al sistema inmunitario para reconocer y atacar células cancerosas especificas.
- Incrementar las células inmunitarias para ayudar a eliminar el cancer.
- Proporcionar al cuerpo otros elementos que mejoren la respuesta inmunitaria.

La inmunoterapia se presenta de diversas formas: como anticuerpos dirigidos, vacunas contra
el cancer, transferencia de células adoptivas, virus que se inyectan en tumores, inhibidores de
puntos de control, citocinas y adyuvantes. Algunos tratamientos de inmunoterapia utilizan in-
genieria genética para mejorar la capacidad de las células inmunitarias para combatir el cancer,
lo que se conoce como terapia génica.

En los ultimos afios, se han desarrollado varias técnicas de manipulacidn genética que involu-
cran mecanismos de reparacidon del DNA que incorporan modificaciones especificas en el ge-
noma de una célula. Estas técnicas han hecho posible diversas alteraciones en el genoma de una
manera especifica, y asi poder editar el genoma de las células tumorales para inducir la apopto-
sis, reducir la resistencia a los farmacos o restaurar los genes mutantes. También se pueden
emplear en la manipulacidon genética del sistema inmunoldgico para potenciar las respuestas
inmunitarias antitumorales. CRISPR es una de estas técnicas. Debido a su excepcional potencial
y eficacia, esta plataforma ha definido una nueva era, inclinando el equilibrio del tratamiento
del cancer a favor de la manipulacién genética del tumory las células inmunes. CRISPR se emplea
preferentemente para tratar de determinar las funciones de varios genes y vias de sefializacion,
lo que lleva al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas. Ademas, ha contribuido en avan-
ces como la identificacién de la interaccidén entre el sistema inmunitario y el tumor, la investiga-
cidon de células T con receptor de antigeno quimérico universal (CAR-T), la inhibicién de los inhi-
bidores de puntos de control inmunitarios y la viroterapia oncolitica (45).
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Figura 6. Aplicaciones de CRISPR en la inmunoterapia y sobre la célula tumoral

Figura 6. Aplicaciones de la tecnologia CRISPR en multiples aspectos del tratamiento del cancer
(45).

La figura 6 muestra la gran versatilidad y utilidad del sistema CRISPR/Cas tanto en el campo de
la inmunoterapia como en otras muchas estrategias para luchar contra el cancer. A la derecha
de la imagen vemos su aplicacidon en la terapia génica sobre la propia célula tumoral, la
identificacion de biomarcadores prondstico, asi como el descubrimiento de nuevos objetivos a
los que dirigir un tratamiento, o el descifrar la causa de que el tumor sea resistente a una terapia
determinada. También nos permitiria realizar screenings masivos a la poblacién. En la izquierda
tenemos ejemplos de su aplicacién para con la inmunoterapia: desarrollo de virus oncoliticos,
capaces de infectar especificamente a las células tumorales y destruirlas; propiciar en los
macréfagos que se diferencien hacia el fenotipo proinflamatorio para desencadenar una
potente reaccidon inmune ante el tumor; mejora de la terapia con CAR-T; inhibicidn de los puntos
de control del sistema inmune que limitan la accién de los linfocitos T; asi como buscar el apoyo
de otras células como los Natural Killer.
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Nosotros vamos a centrarnos particularmente en dos: los CAR-T (Linfocito T con receptor de
antigeno quimeérico) y los TILs (Linfocitos infiltrantes de tumor).

CAR-T

Los receptores de antigenos quiméricos (CAR) son receptores disefiados genéticamente que
confieren una especificidad dirigida en una célula efectora inmunitaria (célula T) (46). El receptor
de antigeno quimérico es una proteina de fusién modular que comprende: un dominio de unién
a ladiana extracelular que generalmente se deriva del fragmento variable de cadena Unica (scFv)
del anticuerpo, un dominio espaciador, un dominio transmembrana y un dominio de
sefializacion intracelular que contiene CD3z unido con ninguna, o bien una o dos moléculas
coestimuladoras como CD28, CD137 y CD134. Las células T disefiadas para expresar CAR
mediante tecnologia de transferencia de genes son capaces de reconocer especificamente su
antigeno diana a través del dominio de unidn scFv, lo que da como resultado la activacion de las
células T de una manera independiente del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), y de
este modo atacar especificamente a las células cancerigenas (47).
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Figura 7. Estructura y evolucion de los receptores de antigeno quimérico. El apartado a)
representa la estructura central de un CAR, destacando los componentes principales del
dominio extracelular, el dominio transmembrana y el dominio intracelular (endodominio). El
apartado b) muestra la evolucién del desarrollo de CAR. La primera generacidén contenia solo
motivos ITAM en el dominio intracelular. Los CAR de segunda generacién incluian una
molécula coestimuladora (CM) 1, y los CAR de tercera generacidon contenian un segundo CM.
La cuarta generacion de CAR se basd en CAR de segunda generacién (que contienen1a3
ITAM) emparejados con una quimiocina expresada de manera constitutiva o inducible (por
ejemplo, IL-12). Estas células T también se denominan células T redirigidas para la destruccion
universal mediada por citocinas (TRUCK). La quinta, o "prdoxima generacién", también se basa
en la segunda generacién de CAR, con la adicidon de dominios intracelulares de receptores de
citocinas (p. Ej., Fragmento de cadena IL-2RpB) (48).

CAR-T aprobados

La terapia con CAR-T es un nuevo tratamiento eficaz para las neoplasias hematolégicas. Cuatro
productos de células T con CAR dirigidos contra células que expresan CD-19, y uno dirigido
contra el BCMA (B cell maturation antigen), estdn aprobados para su uso clinico por la FDA de
EE. UU y también por la EMA en Europa:

Dirigidos contra CD-19:

- Tisagenlecleucel (Kymriah), para leucemia linfoblastica aguda (LLA) en nifios y adultos jévenes
de hasta 25 afios cuyo cdncer no respondid al tratamiento anterior, ha vuelto dos o mas veces
o ha vuelto después de un trasplante de células madre, y subtipos de linfoma difuso de células
B grandes (LDCBG) en adultos cuyo cancer ha regresado o no respondié después de dos o mas
tratamientos previos (49).

- Axicabtagene ciloleucel (Yescarta), para LDCBG y linfoma mediastinico primario de células B
grandes (LPMBD) en adultos cuyo cédncer ha regresado o ha dejado de responder al tratamiento
anterior (50).

- Lisocabtagene maraleucel (Breyanzi), para el tratamiento de pacientes adultos con linfoma de
células B grandes en recaida o refractario (R / R), incluido el LDCBG no especificado de otra
manera (incluido el LDCBG derivado de un linfoma indolente), linfoma de células B de alto grado,
LPMBD y linfoma folicular grado 3B (51).

- Brexucabtagene autoleucel (Tecartus), para el tratamiento de pacientes adultos con linfoma
de células del manto (LCM) en recaida o refractario (52).

Dirigido contra BCMA:

- Idecabtagene vicleucel (Abecma), para el tratamiento de pacientes adultos con mieloma
multiple en recaida o refractario después de cuatro o mas lineas de terapia previas que incluyen
un agente inmunomodulador, un inhibidor del proteasoma y un anticuerpo monoclonal anti-
CD38 (53).

19



Aparte de su empleo en neoplasias hematoldgicas donde estan demostrando un notable éxito,
se intenta también extender su uso a los tumores sélidos, en los cuales ese éxito se ha visto
limitado. Los desafios que plantean los tumores sdlidos a la terapia con células CAR-T se pueden
describir en tres pasos: encontrar, ingresar y sobrevivir en el tumor. El uso de disefios de CAR
duales que reconocen multiples antigenos a la vez y la administracion local de células CAR-T son
estrategias que se han utilizado para superar el obstaculo de localizar el tumor. Ademas, el
microambiente inmunosupresor del tumor (TME) tiene implicaciones para la funcién de las
células T en términos de diferenciacidn y agotamiento, y la combinacién de los CAR con el
bloqueadores del punto de control o el agotamiento de otros factores supresores en el
microambiente ha mostrado resultados muy prometedores para mitigar el fendmeno del
agotamiento de las células T. Finalmente, identificar y superar los mecanismos asociados con la
disfuncidon en las células CAR-T es de vital importancia para generar linfocitos que puedan
proliferar y eliminar con éxito las células tumorales. La estructura y los dominios
coestimuladores elegidos para el CAR pueden desempefar un papel importante en la funcién
general de las células CAR-T en el TME, y los CAR "blindados" que secretan citoquinas asi como
los CAR de tercera y cuarta generacion con multiples dominios coestimuladores ofrecen formas
de mejorar la funcion de las células CAR-T (54).

La tecnologia de edicién gendmica CRISPR/Cas ofrece posibles dianas y aplicaciones
prometedoras para crear células CAR-T de una nueva generacidn, incluyendo células CAR-T
universales al eliminar el TCR o HLA enddgeno, células CAR-T mas potentes mediante la ablacién
de moduladores inhibidores y células CAR-T mas controlables afiadiendo interruptores seguros
o genes suicidas inducibles (55).

Efectos adversos

A pesar de sus prometedores resultados, las terapias con CAR-T no estdn exentas de riesgos
para la salud de los pacientes, y es que al igual que la clasica quimioterapia, esta estrategia
también presenta diversos efectos secundarios, que pueden ir desde unos sintomas
considerados como leves, hasta graves desenlaces, incluyendo la muerte del paciente en casos
extremos.

El Sindrome de liberacion de citocinas (CRS) es uno de los efectos secundarios mas prevalentes
de esta terapia. A medida que las células CAR-T se multiplican, pueden liberar grandes
cantidades de citoquinas en la sangre, entre las que destacan IFN-y, TNF-a, IL-10 y
particularmente IL-6, que pueden activar el sistema inmunoldgico y producir un indeseable
incremento de la permeabilidad vascular. Los efectos secundarios graves de esta excesiva
liberacion pueden incluir: fiebre alta y escalofrios, dificultad para respirar, nauseas intensas,
vémitos y / o diarrea, sensacion de mareo o aturdimiento, dolores de cabeza, ritmo cardiaco
acelerado, sensacién de mucho cansancio, dolor muscular y / o articular, disfuncidn cardiaca,
insuficiencia renal, insuficiencia hepatica y coagulacién intravascular diseminada. La excesiva
permeabilidad vascular puede producir anasarcas, edema pulmonar, derrame pericardico y
potencialmente fallo multiorganico. EI CRS requiere un diagndstico precoz para poder instaurar
el tratamiento adecuado: corticosteroides, y en caso de que fuera necesario, tocilizumab
(anticuerpo monoclonal contra la interleuquina 6) (56).

Toxicidad neuroldgica: se desconoce la fisiopatologia causante de estos efectos secundarios
neurolégicos, pero es posible que los niveles elevados de citoquinas sean en parte responsables
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de las secuelas neuroldgicas. Se piensa que la permeabilidad vascular producida por el CRS
podria alterar la barrera hematoencefalica, volviéndola mds vulnerable. Podemos encontrarnos
con: cambios en la conciencia, confusidon o agitacién, convulsiones, temblores o espasmos,
dificultad para hablar y comprender, pérdida del equilibrio. Tratamiento: si es necesario,
tratamiento de soporte y / o corticoides. Otros posibles efectos secundarios graves de la terapia
con CAR-T pueden ser: Reacciones alérgicas durante la perfusién, niveles anormales de
minerales en la sangre, como niveles bajos de potasio, sodio o fésforo; un sistema inmunoldgico
debilitado, con mayor riesgo de infecciones graves, recuento bajo de células sanguineas, que
puede aumentar el riesgo de infecciones, fatiga y hematomas o sangrado. Entre los efectos
adversos mads graves también esta descrito el sindrome de lisis tumoral tras la infusién de CAR-
Ts (57).
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Figura 8. Limitaciones de la terapia CAR-T

Figura 8. Limitaciones de la terapia con células CAR-T. A) No reconocimiento de las células
tumorales al no presentar el antigeno en la superficie. B) Reaccionan y atacan a células sanas
con el marcador para el que estan disefiados. C) Dificultad para llegar hasta donde se
encuentra el tumor. D) El microambiente inmunosupresivo generado por el tumor limita la
accién de los linfocitos. E) La toxicidad asociada a las CAR-T. Imagen tomada de (58).

El papel de la edicion CRISPR en la mejora de las terapias CAR-T

Como vemos, no son pocas las limitaciones y los efectos indeseados que presenta esta terapia.
Por ello, los cientificos estan buscando soluciones para tratar de optimizarla. Y es aqui donde la
herramienta de edicién genética CRISPR puede, y ya lo esta haciendo, desarrollar un papel muy
importante a la hora de mejorar la inmunoterapia. CRISPR-Cas9 logra una alta eficiencia,
logrando buenos resultados en la edicién multiple (multiplex editing), y ofrece la posibilidad de
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dirigir la integracion del material genético introducido mediante recombinacién homéloga.
Permite resolver los problemas que se presentaron con las otras herramientas de edicién
genética (TALENs y ZFNs) y facilita enormemente problemas como el de la universalidad o la
mejora de la supervivencia en los entornos tumorales (55).

Las estrategias para desarrollar nuevos y mejores CAR-Ts se basan en multiples ediciones
genéticas que permitan su universalidad, asi como la introduccidon de mecanismos de control y
reduccion de efectos adversos, y mejorar su eficacia aumentando la supervivencia y evitando
mecanismos de anergia tumoral. Veremos algunos estudios que se han llevado a cabo o se estdn
desarrollando en este campo.

Dirigir un CAR al locus TRAC con CRISPR / Cas9 mejora la respuesta antitumoral (59). En este
estudio, muestran que dirigir un CAR especifico de CD19 al locus de la constante a del receptor
de células T (TRAC) no solo da como resultado una expresion de CAR uniforme en las células T
en sangre periférica humana, sino que también mejora la potencia de las células T editadas
superando a las células CAR T generadas convencionalmente en un modelo de ratén de leucemia
linfobldstica aguda. Ademds, demuestran que dirigir el CAR al locus TRAC evita la sefializacion
continuada del CAR y establece la internalizacion y reexpresiéon efectivas del CAR después de
una exposicion Unica o repetida al antigeno, lo que retrasa la diferenciacién y el agotamiento de
las células T efectoras (59).
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Figura 9. Andlisis de la supervivencia con la insercion del CAR en el locus TRAC

Figura 9. Analisis de Kaplan-Meier de la supervivencia de los ratones después de la inyeccién
de los CAR-T. Vemos una mayor supervivencia en aquellos ratones con en el CAR en el locus
TRAC. Imagen adaptada de (59).

En otro estudio usaron la edicion multiple del genoma para generar células CAR-T universales
resistentes a la inhibicion de PD1 (60). El propdsito de los investigadores era demostrar que el
uso de células T alogénicas con alteraciones genéticas como células efectoras universales
proporciona una alternativa y potencial mejora a la terapia actual con CAR-Ts contra canceres y
enfermedades infecciosas. Disefio experimental: emplearon el sistema CRISPR/Cas9 para
realizar una edicion genética multiple. Combinando la entrega lentiviral de CAR vy la
electrotransferencia de mRNA de Cas9 y gRNAs que se dirigen al TCR endégeno, microglobulina
B-2 (B2M) y PD1 simultdneamente, para generar células T con CAR alogénicas con alteraciones
genéticas deficientes en TCR, molécula HLA de clase | y PD1. Resultados: Las células CAR-T
editadas con CRISPR mostraron potentes actividades antitumorales, tanto in vitro como en
modelos animales y eran tan potentes como las células CAR-T no editadas. Ademas, las células
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T de doble deficiencia de TCR y HLA de clase | tenian una alorreactividad reducida y no causaban
enfermedad de injerto contra huésped. Finalmente, la edicién triple simultdnea del genoma
mediante la adicidn de la alteracién de PD1 condujo a una actividad antitumoral in vivo mejorada
de las células CAR-T editadas geneticamente. Conclusiones: Las células CAR-T y TCR alogénicas
con modificaciones genéticas podrian actuar como donantes universales y proporcionar una
alternativa a las células T autdlogas, las cuales conllevan ciertas dificultades y altos costes de
produccién. Los linfocitos CAR-T y TCR alterados genéticamente junto a la inhabilitacion de

puntos de control pueden ser potentes células efectoras contra canceres y enfermedades
infecciosas (60).
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Figura 10. Andlisis de supervivencia con CAR TCR/HLA-1 negativo

Figura 10. Andlisis de Kaplan-Meier de la supervivencia de los ratones después de la inyeccién
de los CAR-T. Figura adaptada de (60).

De nuevo otros investigadores siguieron esta linea de actuacién, y generaron CAR-T
universales frente EGFRvIII produciendo el knockout de PD1 con CRISPR/Cas9, lo que llevé a una
mejora de su accion en un modelo preclinico de un tumor sélido, el glioblastoma (61).
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Figura 11. Edicion del CAR-T con CRISPR/Cas9 para generar los KO de TRAC y PD1. Imagen
tomada de (62).

Un mecanismo por el cual los gliomas y otros canceres pueden obstaculizar las células CAR-T
es a través de la expresion superficial de ligandos inhibidores como el ligando 1 de muerte
celular programada (PD-L1). Utilizando el sistema CRIPSR-Cas9, crearon células CAR-T
universales resistentes a la inhibicion de PD-1 a través de la edicion genética multiple,
produciendo el KO del receptor de células T enddgeno (TRAC), microglobulina beta-2 (B2M) y
PD-1 (PDCD1). Las células CAR-T con triple edicion demostraron una mejor actividad en modelos
de glioma preclinicos. Se logré una supervivencia prolongada en ratones con tumores
intracraneales después de la administracién intracerebral, pero no intravenosa.

La edicion de genes con CRISPR-Cas9 no solo proporciona una potencial fuente de células
donantes universales alogénicas, sino que también permite la interrupcién simultdnea de la
sefalizacion del punto de control que, de otro modo, impide la funcionalidad antitumoral
maxima (61).
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Figura 12. Andlisis de supervivencia con CAR-T EGFRvIII delta PD1

Figura 12. Respuestas antitumorales producidas por CAR-T-EGFRVIIIAPD-1 in vivo. Las curvas de
supervivencia se estimaron para cada grupo utilizando la estimacién de limite de producto de
Kaplan-Meier (61).
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Otros investigadores estudiaron el papel del factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) como agente implicado en la toxicidad causada por los CAR-T y la
inhibicidn de la terapia. Mostraron que la neutralizacion de GM-CSF con lenzilumab (anticuerpo
monoclonal frente al GM-CSF) no inhibe la funcion de las células CART19 in vitro o in vivo.
Ademas, la proliferacion de células CART19 mejord y el control duradero de la enfermedad
leucémica se mantuvo mejor en xenoinjertos derivados de pacientes después de la
neutralizacion de GM-CSF con lenzilumab. En un modelo de CRS y neuroinflamacién de un
xenoinjerto de leucemia linfobldstica aguda de un paciente, la neutralizacion de GM-CSF resulté
en una reduccién de la infiltracién de células Ty células mieloides en el sistema nervioso central,
y una reduccion significativa en la produccién de neuroinflamaciéon y en la prevencién de CRS.
Ademas, en este estudio generaron células CART19 deficientes en GM-CSF a través de la
disrupcion CRISPR/Cas9 del GM-CSF durante la fabricacién de los CAR-T. Estas células GM-CSF
KO CAR-T mantuvieron sus funciones normales y ademds tenian una actividad antitumoral
mejorada in vivo, asi como una supervivencia global mejorada, en comparacion con las células
CART19 wild type (63).
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Figura 13. Andlisis de supervivencia con CAR-T CD19 K.O. GM-CSF

Figura 13. Las células GM-CSF KO CART19 in vivo mejoran la supervivencia global en
comparacién con las células CART19 de tipo salvaje (wild type) en un modelo de xenoinjerto de
recaida de alta carga tumoral de leucemia linfoide aguda (ALL) utilizando una linea celular
NALM®6; 5 o 6 ratones por grupo. Imagen adaptada de (63).

Otras estrategias que se estan investigando para evitar los efectos adversos se basan en
incorporar un sistema inducible para detener a los CAR-T en caso de que causen una grave
toxicidad. Por ejemplo, hay tres ensayos clinicos en curso (NCT02107963, NCT01822652 vy
NCT02439788) que incorporan una iC9 (caspasa-9 inducible) en productos de células T con CAR
para proporcionar un método que permita eliminar las células T en caso de una posible toxicidad
fuera del objetivo (55). Otra estrategia en la misma linea es el disefio de CAR-T para que expresen
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en su membrana el CD20 y poder controlar la poblacidn de CARs en caso de que produzcan
efectos adversos utilizando rituximab (anticuerpo monoclonal contra el CD20) (64).

En la siguiente tabla se resumen algunas de las estrategias llevadas a cabo en los ultimos afios
con CRISPR/Cas9 para mejorar la terapia con CAR-Ts:

Tabla 1 Estrategias con CRISPR para mejorar la terapia CAR-T

Via molecular Modificacion Objetivo Referencia

Evitar la via de
CTLA-4 K.O. inhibicion de CD28; (65)
CTLA4-B7

Evitar la via
PD1 K.O. inhibitoria PD1- (65)
PDL1

Reducir la
GM-CSF K.O. produccién de ILs y (66)
CRS

Evitar el fratricidio
CcD7 K.O. en CAR-CD7 (67)

Evitar la toxicidad
FAS K.O. Fas-FasL (65)
sobre los CAR-T

Evitar rechazo de

CMH-I K.O. de las CAR-T via (65)
b2microglobulina CMH-I
Evitar GVHD
TCR K.O. de TRAC suprimiendo el (65)

TCR de las CAR-T

Expresion del CAR

TCR K.I. de CAR en el locus (59)

de TCR (mejora
actividad)

La siguiente tabla corresponde a ensayos clinicos que se estan desarrollando con CRISPR/Cas9
para la obtencidn de CAR-T universales:
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Tabla 2 Ensayos clinicos con CRISPR para la obtencion de CAR-T universales

Objetivo del CAR Locus del K.O. Enfermedad NCT ID

CD19 TRACy HLA-I LLAy LNH NCT03229876

Leucemias y linfomas

CD19 TRACy B2M de linfocitos B NCT03166878
CD19 TCRy CD52 RR LDCBG NCT04026100
BCMA TRAC y HLA-I Mieloma multiple NCT03752541

LLA: Leucemia Linfoide Aguda; LNH: Linfoma No Hodgkin; RR LDCBG: Recaida o Refractario
Linfoma Difuso de Células Grandes B.

Linfocitos Infiltrantes de Tumor

Las terapias TIL (Tumor Infiltrating Lymphocytes) se aprovechan de la inestabilidad gendmica
subyacente de las células cancerosas, lo que provoca la acumulaciéon de mutaciones genéticas
que dan lugar a antigenos cuya expresion se limita a los tumores (neoantigenos). Tras el
reconocimiento de estos neoantigenos, los linfocitos T citotdxicos (LTC) se activan, provocando
una respuesta inmune antitumoral. Se han encontrado LTC especificos de tumor en la sangre y
el tejido tumoral de pacientes con cancer. Estos ultimos, conocidos como TILs, participan en la
muerte de las células tumorales al reconocer su ligando afin (68). La principal diferencia con los
CAR-T es que los TlLs se han generado de forma natural contra el tumor, ya estan disefiados para
reconocer y atacar las células tumorales, sin tener que editarlos en el laboratorio.

Existe una heterogeneidad significativa entre los tipos de cancer con respecto a la densidad de
TIL, y los tumores se clasifican en general como inmunolégicamente "calientes" o "frios" segun
esta métrica. Aunque un alto grado de infiltracidn linfocitica se asocia con un buen prondstico,
en varios tipos de cancer los tumores han desarrollado numerosos mecanismos para suprimir la
respuesta inmunitaria (69).

El objetivo de la inmunoterapia es amplificar o restablecer la respuesta inmune antitumoral de
un paciente. Debido a su papel central en la destruccién de las células tumorales, las células T
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han sido el foco del disefio inmunoterapéutico. Sin embargo, todavia no contamos con ninguna
terapia con TlLs aprobada por la FDA o la EMA, aunque es cuestidn de tiempo.

FIGURE. Key Steps in the Production of TIL Therapy
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Figura 14. Pasos en la terapia con linfocitos infiltrantes de tumor

Figura 14. Pasos clave en la produccidn de la terapia con TILs. Primer paso: Obtencién de tejido
tumoral. Segundo paso: Extraccidn de los linfocitos que infiltran la pieza tumoral. Tercer paso:
Amplificar la poblacidn de linfocitos cultivdndolos. Cuarto paso: Infusidn de los TlLs en el
paciente, con previa deplecién linfocitaria. Imagen tomada de (70).
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Efectos adversos

Las toxicidades observadas son de 4 tipos:

- Infeccidn asociada con la inmunosupresiéon preparativa del huésped con quimioterapia antes
de la administracidn celular.

- Liberacién aguda de citocinas por las células infundidas.

- Complicaciones autoinmunes por atacar "autoantigenos" también expresados por algunos
tejidos normales.

- Toxicidades fuera del objetivo donde se atacan antigenos distintos de los previstos.

Las complicaciones de la inmunosupresion y la liberacién de citocinas suelen ser de corta
duraciéon y, en la actualidad, la mejor forma de abordarlas es con cuidados de soporte. La
autoinmunidad, ya sea "dentro del objetivo, fuera del tumor" o "fuera del objetivo", es el
resultado de la seleccion de objetivos (antigenos) imperfectos. En algunos casos, esto se puede
tolerar porque los beneficios superan los costos. En otros casos, se deben encontrar antigenos
diana alternativos (71).

Otras desventajas de esta terapia son: la ineficacia en el caso de que el tumor cambie los
antigenos que reconocen los linfocitos, debido a la inmunoedicidn; la extraccién y el aislamiento
de la pieza tumoral es un proceso tedioso; retraso de la aplicacién de la terapia debido al largo
proceso de expansidn ex vivo; el microambiente inmunosupresivo que genera el tumor puede
llevar al fracaso de la terapia; las células tumorales regulan negativamente las moléculas del
CMH de clase |, por lo que pueden escapar al ataque de los linfocitos T (72).

El papel de la edicion CRISPR en la mejora de la terapia con TiLs

Al Igual que en los CAR-T, se han investigado (y se siguen investigando) diversas formas de
mejorar la terapia con TILs, y como no, la edicion con CRISPR/Cas9 tiene un gran protagonismo
en este aspecto. Veamos algunos ejemplos:

Revertir el estado disfuncional de las células T que surge en el cancer y las infecciones virales
cronicas es un foco de las intervenciones terapéuticas; sin embargo, las terapias actuales son
eficaces solo en algunos pacientes y en algunos tipos de tumores. Para obtener una comprension
molecular mas profunda del estado disfuncional de las células T, este equipo analizd la poblacion
y los perfiles de RNA unicelular de los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) CD8 + y usd
herramientas de edicidon genética para identificar un mddulo causante de la disfuncién de las
células T que se puede desacoplar de la activacién de estas células, e inactivarlo. Este mddulo
de disfuncién distintivo es posterior a las metalotioneinas intracelulares que regulan el
metabolismo del zinc y se puede identificar en la resolucidn de una sola célula. Ademas,
identificd a Gata-3, un factor de transcripcion de dedos de zinc en el médulo disfuncional, como
regulador de la disfuncidn, y usé la edicion con CRISPR/Cas9 para mostrar que favorece un
fenotipo disfuncional en los TIL CD8 +. Los resultados abren nuevas vias para dirigir la
inactivacién de genes responsables de generar estados disfuncionales en las células T, mientras
dejan intactos los programas de activacion (73).
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Figura 15. Eliminacion dirigida de Gata3 y tamafio tumoral

Figura 15. D: Eliminacién dirigida de Gata3 mediante la edicién del genoma CRISPR/Cas9. Se
seleccionaron células T CD8 + virgenes de ratones transgénicos pmel, se infectaron con control
o lentivirus Gata3 y se activaron con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 unidos a placa en
presencia de IL-2. Resultados de qPCR representativos que muestran el nivel de ARNm de
Gata3 en el control frente a las células T CD8 + objetivo del lentivirus Gata3. E: Se transfirieron
1 x 1076 células dirigidas a CRISPR / Cas9 a ratones WT (n =5/ grupo) que portaban tumores
de melanoma B16F10 (dia 5 después del injerto del tumor). Se muestra el crecimiento medio
del tumor. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. El analisis
estadistico se realizd mediante regresion lineal. ** valor de p <0,01. Imagen adaptada de (73).

Dentro de los tumores, como ya hemos mencionado anteriormente, las células T encuentran
muchas sefales inhibidoras en el microambiente tumoral, incluidos los ligandos para los
receptores inhibidores presentes en las células T. Hasta la fecha, se han identificado muchos
receptores inhibidores de células T, como la proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-
4), Activador de linfocitos 3 (LAG-3) y PD-1. Los tumores explotan estos receptores de puntos de
control para amortiguar la funcidn efectora de las células T como un medio de escape
inmunolégico. Para evitar esto, se han desarrollado anticuerpos contra estos receptores
inhibidores. Estas terapias con anticuerpos, principalmente dirigidas al eje PD-1 / PD-L1 o CTLA-
4, previenen la activacidén de estos receptores. Como resultado, se restaura la funcidn efectora
de las células T y se pueden producir respuestas antitumorales (74). Este tipo de terapia se
emplea, por ejemplo, en pacientes con melanoma, lo que resulta en una extraordinaria
supervivencia a 3 afios de aproximadamente el 50% de los pacientes. Ademas, también se estan
realizando ensayos clinicos para evaluar la eficacia de la inmunoterapia combinada anti-PD-1 /
PD-L1vy la terapia celular adoptiva con TIL (74). CRISPR/Cas9 también podria utilizarse para hacer
que los TIL sean refractivos a sefales inhibitorias al anular los receptores inhibidores antes de la
infusion. Con este enfoque, no se requiere la terapia con anticuerpos inmunomoduladores
sistémicos, que se ha demostrado que presenta efectos secundarios significativos. Los efectos
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adversos mds comunes encontrados fueron colitis, hepatitis, insuficiencia de la hormona
adrenocorticotrépica, hipotiroidismo, diabetes tipo 1, daio renal agudo y miocarditis (75).

Actualmente se esta desarrollando un estudio sobre canceres gastrointestinales metastdsicos
tratados con linfocitos infiltrantes de tumores en los que el gen que codifica el punto de control
inmune intracelular CISH se inhibe mediante ingenieria genética CRISPR (NCT04426669).

Los linfocitos infiltrantes de tumores han demostrado su eficacia en ciertos canceres,
principalmente en el melanoma. La terapia combinada con inhibidores de puntos de control de
la superficie celular también se ha empleado en un intento de mejorar la eficacia de estas
terapias celulares. Ahora es posible la ingenieria genética de las células T para aumentar aun
mas la actividad antitumoral. CISH (proteina SH2 inducida por citoquinas) es un nuevo punto de
control inmunoldgico intracelular y un importante regulador negativo de la funcién y
sefializacion de las células T. La inhibicidn de CISH en linfocitos antitumorales de ratén da como
resultado un marcado aumento en la capacidad de estos para mediar en la regresién tumoral
después de la administracion a ratones portadores de tumores. Ademas, los datos en células T
humanas especificas de neoantigeno, genéticamente modificadas, en las que se inhibié CISH,
mostraron una mayor avidez funcional de TCR y una mayor capacidad de estas células T para
detectar mutaciones especificas del cdncer y generar respuestas inmunes sdlidas contra sus
antigenos cancerosos afines. Por tanto, estas células T parecen tener una ventaja significativa
en la induccién de respuestas antitumorales en comparacién con los linfocitos antitumorales de
tipo salvaje. Los investigadores han desarrollado y optimizado una estrategia basada en
CRISPR/Cas9 para la ingenieria genética precisa y eficiente en células T humanas primarias sin
sacrificar su viabilidad o su funcién, lo que permite la inhibicién de un punto de control
intracelular hasta ahora no farmacoldgico. Por lo tanto, en este protocolo, los investigadores
proponen inhibir el gen que codifica el punto de control intracelular objetivo CISH en linfocitos
de pacientes con cdnceres metastasicos que se seleccionan por actividad antitumoral con el fin
de evaluar la seguridad y eficacia de la terapia con células T genéticamente modificadas para
tumores solidos en el contexto de una nueva inhibicién de puntos de control.

Condition or disease @ Interventionftreatment @ Phase @
Gasfrointestinal Epithelial Cancer Drug: Cyclophosphamide Phase 1
Gastrointestinal Neoplasms Drug: Fludarabine Phase 2
Cancer of Gastrointestinal Tract Biological: Tumor-Infiltrating Lymphocytes (TIL)

Cancer, Gastrointestinal Drug: Aldesleukin

Gasfrointestinal Cancer
Colo-rectal Cancer
Pancreatic Cancer

Gall Bladder Cancer
Colon Cancer
Esophageal Cancer

Stomach Cancer

Figura 16. Enfermedades, intervenciones y fases del ensayo clinico con TILs
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Figura 16. Primera columna: cdnceres del tracto gastrointestinal. Segunda columna: farmacos

empleados para la linfodeplecién preinfusién de TILs (ciclofosfamida y fludarabina), los propios

TIL y Aldesleukin (interleuquina 2) para estimular a los linfocitos T. Tercera columna: fases del
estudio. Imagen adaptada de NCT04426669.

Nuevas estrategias en la terapia celular

Hemos mencionado ya el papel del microambiente inmunosupresor que generan los tumores
como un factor muy negativo para la inmunoterapia. Se ha visto que formando parte de ese
ambiente se encuentran los macréfagos asociados a tumor (TAMs), que puede promover la
progresion del tumor (M2) o potenciar la inmunidad antitumoral (M1).

Se demostré que un subconjunto de TAM que expresan el receptor de folato § (FRB) poseen
un perfil inmunosupresor de tipo M2. En modelos de ratén de tumor singénico, la eliminacion
de FRB + TAM en el TME mediada por CAR-T dirigidos contra el FRB da como resultado un
enriguecimiento de monocitos proinflamatorios, afluencia de linfocitos T CD8 + enddgenos
especificos del tumor, retraso en la progresion del tumor, y supervivencia prolongada. El
preacondicionamiento del microambiente inmunosupresor tumoral con células CAR-T
especificas de FRB también mejora la eficacia de las células CAR-T anti-mesotelina dirigidas al
tumor, mientras que simultdaneamente la coadministracion de ambos productos CAR no lo hace.
Estos resultados destacan el papel potenciador de los FRP + TAMs en el microambiente tumoral
y las implicaciones terapéuticas de los agentes reductores de TAMs como complementos
preparativos de las inmunoterapias convencionales que se dirigen directamente a los antigenos
tumorales (76).

Hasta ahora la inmunoterapia celular se habia centrado en los linfocitos T. Pero nuevas
estrategias basadas en otros tipos celulares se estan desarrollando. Una muy prometedora se
basa en aprovechar los macrdéfagos que se encuentran en el tumor, en potenciar el fenotipo
proinflamatorio M1, para luchar contra el cancer.

Dadas las caracteristicas funciones de los macréfagos y su capacidad para penetrar tumores,
un equipo de investigadores disefid, genéticamente, macréfagos humanos con CAR para dirigir
su actividad fagocitica contra los tumores. Descubrieron un vector adenoviral quimérico capaz
de superar la inherente resistencia de los macréfagos humanos primarios a la manipulacion
genética, e impulsé un fenotipo proinflamatorio sostenido (M1). Estos macréfagos con CAR
(CAR-Ms) demostraron fagocitosis especifica de antigeno y aclaramiento de tumores in vitro. En
dos modelos de ratén de xenoinjerto de tumor sdélido, una sola infusion de CAR-Ms humanos
disminuyd la carga tumoral y prolongdé la sobrevivencia promedio. La caracterizacion de la
actividad CAR-M mostré que los CAR-M expresaban citoquinas proinflamatorias y quimioquinas,
favorecian la conversidn de los macrofagos M2 transelntes en M1, la regulacion al alza de la
magquinaria de presentacién de antigeno, un reclutamiento y presentacion de antigenos a las
células T, ademas de resistir los efectos de citoquinas inmunosupresoras. En modelos de ratones
humanizados, demostraron ademds que los CAR-Ms inducen un efecto proinflamatorio en el
microambiente tumoral y potencian la actividad de las células T antitumorales (77).
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Figura 17. Fagocitosis basada en perlas marcadas con Rodo con pH de control o
funcionalizadas con HER-2 por UTD (Untransduced, macréfagos no transducidos) y CAR-Ms
contra HER-2. Imagen adaptada de (77).

La investigacidn con los Natural Killers con receptor de antigeno quimérico (CAR-NK) también
estd consiguiendo unos resultados prometedores. En comparacion con las células CAR-T, las
células CAR-NK podrian ofrecer algunas ventajas significativas, que incluyen: (1) una mayor
seguridad, como un sindrome de liberacidn de citocinas y una neurotoxicidad ambos menores
en entornos autélogos, y un descenso de la enfermedad de injerto contra huésped en entornos
alogénicos; (2) multiples mecanismos para activar la actividad citotdxica, y (3) alta viabilidad
para la fabricacion "off-the-shelf". Las células CAR-NK podrian disefiarse para dirigirse a diversos
antigenos, mejorar la proliferacién y la persistencia in vivo, aumentar la infiltracién en tumores
solidos, superar el microambiente tumoral resistente y, en Ultima instancia, lograr una respuesta
antitumoral eficaz (80).

Reflexion personal desde el punto de vista clinico

La terapia celular con CAR-T (Unica aprobada por el momento para su uso en clinica) ha
permitido remisiones en pacientes con canceres hematoldgicos que ya estaban practicamente
desahuciados. Estd llegando cada vez a mas hospitales de primer nivel, y seguramente dentro
de poco tiempo los CAR-T pasen a ser la primera linea de multiples leucemias y linfomas debido
a sus asombrosos resultados, segun refutados hematdlogos que estan trabajando e investigando
con estas células. He podido rotar por el servicio de hematologia de un hospital universitario de
primer nivel (H.U. Alvaro Cunqueiro, Vigo), y hablar de esta terapia con una hematéloga que
sigue sus avances muy de cerca: segln su experiencia, la técnica estd dando muy buenos
resultados, concretamente frente al linfoma difuso de células grandes B, donde estan
alcanzando remisiones espectaculares tras el fracaso de varias lineas previas de tratamiento.
Contaba el caso de un paciente que padecia este linfoma que hemos mencionado en un estadio
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muy avanzado, que fue sometido a un trasplante de médula dsea, tras el cual la enfermedad
recidivo, y cuando ya se habian agotado las demds alternativas terapéuticas, decidieron incluirlo
en un ensayo clinico con CAR-T, obteniendo una respuesta espectacular (ese paciente lleva
ahora tres afios en remisién completa). Ella estd convencida de que pronto los CAR-T serdn la
segunda, o hasta puede que la primera, linea de tratamiento en muchos pacientes.

Un problema con el que se encuentran los pacientes al llegar a esta terapia después de pasar
por diversas lineas de tratamiento muy agresivas y que desafortunadamente no logran la
remisién de la enfermedad es la extenuacidon que desarrollan los linfocitos. Cuando por fin se
opta por la terapia con CAR-T, las células inmunoldgicas estan exhaustas, lo que perjudica
notablemente el maximo potencial de este tratamiento. Seria de gran utilidad disponer de
marcadores biolégicos que nos permitiesen predecir la respuesta del paciente ante diferentes
tratamientos, para asi ofrecer de entrada la mejor terapia y no reservar los CAR-T para el final,
cuando los linfocitos ya estdn resentidos debido a las terapias que no han funcionado.

Conclusion

La inmunoterapia celular se ha convertido en una importantisima terapia contra el cancer, y en
los préximos afos estoy seguro de que asistiremos a una revolucion en este campo. El sistema
CRISPR/Cas se postula como una de las herramientas claves para liderar esta revolucion. Esta
herramienta es capaz de producir ediciones eficaces y rapidas a diferentes niveles del genoma,
e incluso permite trabajar con mas de un gen a la vez. Se ha empleado, por ejemplo, para
conocer la funcidn de un gen, generar modelos de experimentacién, explorar rutas metabdlicas,
asi como en el descubrimiento de potenciales marcadores bioldgicos. En cuanto a su papel en la
mejora de la inmunoterapia, CRISPR/Cas estd dando grandes resultados en multitud de
novedosas estrategias para mejorar las terapias celulares: conseguir CAR-Ts universales, lo que
permitiria la produccién en masa de este producto que no seria rechazado por el sistema inmune
del paciente al no detectarlo como extrafo; crear linfocitos mas activos y resistentes a la
inmunosupresion que genera el tumor, mediante la edicidon de los receptores de citoquinas
inhibitorias y potenciando los que responden a las citoquinas activadoras, asi como eliminando
los elementos implicados en los puntos de control inmunitario como PD1 o CTLA-4. La terapia
con linfocitos infiltrantes de tumor no se queda atras, sigue el ejemplo de los CAR-T, tratando
de conseguir potenciar a las células T mediante la edicién de las vias inhibitorias sin perder
eficacia en la lucha contra las células tumorales. Y en este campo, hasta ahora protagonizado
por los linfocitos T, se abren camino los macréfagos, con un gran potencial debido a su capacidad
de fagocitar y presentar antigenos, ambas actividades con posibilidad de orientarse a la
eliminacion del tumor. La combinacidon de macrdéfagos con linfocitos (CAR-M y CAR-T, con TILs,
o incluso con los CAR-NK) podria potenciar la inmunoterapia celular, o la incorporacion de
particulas microscépicas de productos quimioterdpicos asociados a macréfagos, valiéndose de
su capacidad para infiltrar el tejido tumoral y asi llevar el fdrmaco directamente a donde esta el
cancer. Ya se estdn realizando investigaciones al respecto, y en un futuro no muy lejano, gracias
a las herramientas de edicion genética, podrian convertirse en la primera linea de tratamiento
frente a multiples tumores, tanto hematoldgicos como sélidos.
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