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Resumen

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa que tiene
su origen en el compartimento de las células madre hematopoyéticas (CMH). Con una
causa citogenética muy marcada, la LMC surge a partir de la traslocacion reciproca
t(9;22)(q34;11.2), que resulta en la formacion del denominado cromosoma filadelfia (Ph),
el cual codifica para el oncogén de fusion BCR/ABL. Es la oncoproteina p210 BCR/ABL,
y en particular, su actividad tirosina quinasa (TK) constitutiva la que impulsa y explica
toda la patogenia de la LMC. Actualmente, el tratamiento estandar para la enfermedad
son los inhibidores de la tirosina quinasa (TKIs), cuya irrupcidon en la rutina clinica
cambid profundamente el panorama terapéutico de la enfermedad, ofreciendo unas tasas
de éxito sin precedentes. Sin embargo, la necesidad de administracion cronica, los efectos
secundarios derivados y la aparicion de resistencias a estos fArmacos, hacen que hasta un
33% de los pacientes finalmente requieran de otros tratamientos alternativos.

En este escenario de busqueda de nuevas terapias, el aspecto monogénico de la
enfermedad, unido a la viabilidad de las terapias ex vivo para los trastornos
hematologicos, hacen de la LMC una excelente candidata para las estrategias de terapia
génica. La capacidad de abolir cualquier secuencia codificante mediante el sistema de
edicion CRISPR/Cas9 ofrece una poderosa oportunidad terapéutica para los pacientes con
LMC. En este sentido, la eleccion de un sistema de edicion efectivo en la generacion de
alelos nulos es crucial para el éxito de la terapia. Por ello, en el presente trabajo se ha
evaluado la efectividad de eliminacion del gen BCR/ABL de diferentes estrategias basadas
en el sistema CRISPR/Cas9.

Una vez obtenido un eficiente sistema de edicion, basado en la generacion de
deleciones especificas en el dominio TK de ABL, se analizd su potencial terapéutico,
utilizando para ello un modelo murino de LMC y ensayos de trasplantes ortotopicos de
células madre leucémicas (CML) de pacientes con LMC. En ambos sistemas, las CML
editadas fueron capaces de restaurar una hematopoyesis fisiologica en el nicho medular
de ratones inmunodeficientes NSG, proporcionando un beneficio terapéutico
significativo. Sin embargo, y pese a los prometedores resultados obtenidos, lograr una
cura definitiva de la enfermedad pasa por garantizar la inexistencia de eventos residuales
sin editar. Para ello, se desarrolld una nueva aproximacién, que combina el sistema

CRISPR/Cas9 con una estrategia de trampa génica (CRISPR-Trap) y permite la seleccion



especifica de las células editadas. El sistema CRISPR-Trap demostrd su efectividad al
seleccionar adecuadamente las células en las que el oncogén BCR/ABL habia sido
eliminado mediante la expresion de una proteina fluorescente, resultando en una
significativa inhibicioén tumoral in vitro e in vivo.

De esta forma, y aunque serdn necesarios nuevos estudios para aumentar la
seguridad y eficiencia del proceso de edicion, todos estos resultados han demostrado el
potencial de una estrategia de terapia génica, basada en la eliminacion gendmica de
BCR/ABL en las CMH, como tratamiento definitivo para la leucemia mieloide crénica.
Del mismo modo, abre la puerta al uso de esta tecnologia como opcidn terapéutica para

la eliminacion de genes implicados en diferentes patologias hematologicas.
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INTRODUCCION

1. LA HEMATOPOYESIS Y NEOPLASIAS HEMATOPOYETICAS.

La hematopoyesis es un proceso altamente complejo mediante el cual se forman,
desarrollan y maduran todo el conjunto de células sanguineas (eritrocitos, leucocitos y
trombocitos). En el adulto, la hematopoyesis tiene lugar en la medula ¢sea, donde existe
una constante renovacion de dichos componentes sanguineos gracias a la existencia de
una singular poblacién de células multipotentes: las células madre hematopoyéticas
(CMH). Las CMH se caracterizan por su capacidad de multipotencia, por la que son
capaces de dar lugar a todos los linajes hematopoyéticos, y de autorrenovacion, por la que
aseguran, mediante divisiones asimétricas, la produccion de nuevas CMH [1]. Suponen
entre el 0,01 y 0,2% del total de células nucleadas presentes en la medula dsea e
histéricamente han sido las primeras células troncales adultas en ser aisladas con éxito
[2]. Desde entonces han supuesto una verdadera revolucion en el ambito clinico,
impulsando el campo de la terapia celular al suponer una valiosa herramienta para el
tratamiento de multiples enfermedades hematologicas mediante su trasplante [1].

Tradicionalmente, su identificacion y aislamiento se ha llevado a cabo mediante
experimentos de trasplantes de medula 6sea utilizando ratones letalmente irradiados en
los que se estudiaba la capacidad de injerto de dichas células [3]. Gracias a este tipo de
experimentos se identificaron una serie de marcadores de superficie que permitieron
aislar especificamente la poblacion celular CMH. Las células hematopoyéticas primitivas
no expresan marcadores de linaje (Lin") lo que permite distinguirlas del conjunto de
células diferenciadas. En la hematopoyesis humana, las CMH pueden identificarse a
través de los marcadores de superficie CD34, CD133, CD90 y CD117, no obstante, en la
mayoria de los casos, el marcador de eleccion es el CD34, que juega un papel importante
tanto en la adhesion intercelular como en la comunicacion con la matriz extracelular [4].

A medida que se ha ido avanzando en su identificacion y caracterizacion se ha
evidenciado la enorme heterogeneidad subyacente, en términos de potencialidad y
capacidad proliferativa, en esta poblacion celular. Ya en la década de los 90 se
identificaron dos tipos de CMH atendiendo a su potencialidad; las células madre
hematopoyéticas de largo plazo (CMH-LP) y las células madre hematopoyéticas de corto
plazo (CMH-CP) [5]. Las CMH-LP son capaces de producir todos los tipos celulares

sanguineos durante toda la vida del individuo, generando nuevas células madre que
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mantienen la potencialidad y pueden injertar tras sucesivos trasplantes [6]. Por el
contrario, las CMH-CP carecen de esta capacidad de autorrenovacion a largo plazo,
pudiendo reconstituir los compartimentos linfoide y mieloide Uinicamente durante un
corto periodo de tiempo [7].

Las CMH representan la ctspide de la compleja jerarquia hematopoyética, la cual

ha ido evolucionando desde las iniciales propuestas clasicas hasta las actuales, de mayor
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Figura 1. Jerarquia hematopoyética. Representacion esquematica de la organizacion del sistema hematopoyético,
donde se muestra, al inicio, las células madre hematopoyéticas (CMH), que dan origen a los progenitores
hematopoyéticos mieloide y linfoide (PMC y PLC, respectivamente) y finalmente, a las células hematopoyéticas
maduras, que se encuentran en la circulaciéon sanguinea.
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complejidad, y aun en continua revision [8—12] (Figura 1). De forma simplificada, en el
prevaleciente modelo hematopoyético, las CMH dan lugar a progenitores multipotentes
(PMP) [8], de los que descienden las células progenitoras comprometidas con el linaje
mieloide (precursor mieloide comun, PMC) y linfoide (precursor linfoide comtin, PLC).
El PMC va a dar lugar a progenitores de megacariocitos/eritrocitos (MEP), del que se
derivaran los eritrocitos, megacariocitos y plaquetas, y a progenitores de
granulocitos/monocitos (GMP), que generaran las células mieloides: mastocitos,
eosinofilos, basofilos, neutrofilos, monocitos y macréfagos [13]. Por su parte, el PLC
produciré el conjunto de células linfoides: células asesinas naturales o natural killers,
linfocitos T, linfocitos B y células plasmaticas (Figura 1). Todos estos procesos de
diferenciacion y autorrenovacion de las CMH son regulados por complejos mecanismos
intrinsecos y extrinsecos donde juega un papel importante el entorno o nicho donde se
encuentran.

Ademas del componente hematopoyético conformado por las CMH, el nicho
medular presenta una zona endosteal, formada por osteocitos y osteoblastos, y una zona
vascular formada por células endoteliales y mesenquimales [14]. Tanto los elementos
celulares como los humorales (citoquinas y factores de crecimiento) presentes en el nicho
hematopoyético juegan un papel fundamental en la proteccion, proliferacion y
maduracion de las CMH [15]. Mdas aun, recientes estudios han demostrado que una
remodelacion estructural y funcional del nicho puede contribuir al desarrollo y
mantenimiento de neoplasias proliferativas. Por ejemplo, la presencia de células madre
leucémicas (CML) en el nicho hematopoyético provoca una modificacion del mismo,
creando un ambiente favorable para las CML, donde pueden evadir la quimioterapia,
adquiriendo resistencias a ésta [16]. Asi mismo, esta remodelacion del microambiente
medular puede contribuir al deterioro de la hematopoyesis fisioldgica contribuyendo a
muchos de los sintomas clinicos derivados de las neoplasias hematoldgicas. Por todo ello,
dilucidar los mecanismos subyacentes en la interaccion entre las CML y el nicho
hematopoyético puede ofrecer nuevas estrategias terapéuticas para eliminar las células
leucémicas quiescentes presentes en muchas neoplasias, como es el caso de la leucemia

mieloide cronica (LMC) [17].
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2. LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.

2.1 Perspectiva historica.

En 1841, en Glasgow, el equipo de David Craigie identificd un paciente con un
cuadro clinico que incluia fiebre, esplenomegalia y leucocitosis. Tres afios mas tarde, el
grupo examind un segundo paciente con una sintomatologia muy similar. Estas
observaciones alentaron al médico y patélogo Hughes Bennett a realizar una autopsia y
publicar sus hallazgos en la revista Edinburgh Medical and Surgical Journal, en el afio
1845 [18]. De manera simultanea, en Berlin, Rudolf Virchow observé un caso similar y
redact6 un estudio que se publicaria solo cinco semanas después del articulo de Bennett
[19]. Sin embargo, Bennett y Virchow diferian en la interpretacion de sus respectivos
hallazgos: mientras Bennett proponia que la enfermedad tenia un origen infeccioso
Virchow rechazaba atribuir a la piemia los sintomas patoldgicos, acufiando el término
“Weisses Blut” o “Sangre blanca” aludiendo al incremento de células sanguineas
existente en los pacientes. Una década después, Friederich describe por primera vez la
leucemia aguda [20] y, en 1872, Ernst Neumann sefiala el origen medular de las células
leucémicas [21]. Sin embargo, los avances en las técnicas de tincion conseguidos a finales
de siglo fueron imprescindibles para distinguir definitivamente entre las formas agudas y
cronicas de las leucemias mielogenas [21,22], asi como entre estas, las linfociticas y los
linfomas [23].

En los afios posteriores, la LMC fue diferencidndose gradualmente de otras
mielofibrosis y enfermedades mieloproliferativas aludiendo a diferentes caracteristicas
clinicas y patoldgicas, sin embargo, no fue hasta casi 100 afios después cuando se obtuvo
la primera pista real sobre su patogenia. Asi, en 1960 Nowell and Hungerford publicaron
el histérico descubrimiento de un cromosoma anormalmente pequefio presente en las
células sanguineas de siete pacientes con leucemia granulocitica (conocida ahora como
LMC)[24]. El hallazgo fue rapidamente confirmado por otros grupos al advertir la
existencia del denominado “cromosoma Filadelfia” (Ph) en el 90% de los pacientes que
presentaban caracteristicas clinicas de LMC [25,26] (Figura 2). Una década mas tarde,
con la introduccion de nuevas y mejores técnicas de bandeo cromosémico, el cromosoma
Filadelfia fue finalmente caracterizado, identificandose en primer lugar como una version
truncada del cromosoma 22 (22q-) [27]. Finalmente, en 1973, Rowley demostré que la

formacion de dicho cromosoma era resultado de la traslocacion entre el segmento distal
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del brazo largo del cromosoma 22 y la porcion distal del brazo largo del cromosoma 9
[t(9;22) (q34; q11)][28] (Figura 2). Por ultimo, uno de los grandes hitos en la comprension
de la LMC lleg6 en la década de los 80, cuando se demostré que, como resultado de la
traslocacion entre los cromosomas, el protooncogén c-abl, presente en el cromosoma 9
(q34), se trasponia a la llamada “breakpoint cluster region” (BCR), localizada en el
cromosoma 22 (ql1), dando lugar al gen de fusion BCR/ABL [29-31] (Figura 2). El
descubrimiento del oncogén BCR/ABL, codificante para la proteina quimérica de 210 kb
p210°eabl 1327 sentd las bases de todo estudio molecular sobre los mecanismos
patogénicos de la LMC, evidencid el vinculo existente entre las alteraciones citogenéticas
y el desarrollo de neoplasias y ofrecio una diana terapéutica hacia la que se orientarian

todos los siguientes tratamientos.

Cromosoma 9

Cromosoma 9 Cromosoma 9 alterado

Cromosoma 22
alterado: cromosoma
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Figura 2. Origen del oncogén BCR/ABL. Representacion esquematica de la traslocacion t(9;22) (q34; ql1), que da
lugar al cromosoma Filadelfia (arriba) y del oncogén de fusion BCR/ABL, generado como resultado de dicha
traslocacion cromosomica (abajo).

2.2 Epidemiologia y clinica de la leucemia mieloide cronica.

La LMC tiene una incidencia anual en el mundo de 1 a 2 casos entre 100.000 y
una prevalencia de alrededor de 1 entre 17.000, representando entre el 15 y el 20% de
todos los casos nuevos de leucemia [33]. Es poco frecuente su presentacion en la infancia

y en personas menores de 40 afios la tasa de apariciéon es baja, incrementandose
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exponencialmente con la edad. Seglin la Sociedad Americana Contra el Céancer, la edad
promedio en el momento del diagndstico es de aproximadamente 64 afios [34,35]. Los
hombres muestran una incidencia algo mayor que las mujeres con una ratio hombre/mujer
de 1,3-1,5:1 [36].

El unico factor de riesgo probado es la exposicion a altas dosis de radiacion
ionizante [37]. No obstante, diversos estudios apuntan a que la distancia fisica entre los
genes BCR y ABL en linfocitos y en células CD34" es mas corta de lo que cabria esperar
[38], pudiendo ser este fendomeno fisico el que favoreciese los eventos de translocacion
entre ambos genes. La posible contribucion de productos quimicos, como el benceno, ha
sido objeto de debate sin obtener resultados concluyentes por lo que la gran mayoria de
casos la enfermedad parece manifestarse de manera esporaddica, sin causas de
predisposicion conocidas.

El diagnostico se basa en la deteccion de la caracteristica distintiva de la
enfermedad; la presencia del cromosoma Filadelfia [35]. Las técnicas citogenéticas
convencionales, la hibridacion fluorescente in situ (del inglés, FISH) y la PCR en tiempo
real (QRT-PCR) son técnicas comunmente usadas en el diagnostico de la LMC asi como
en la evaluacion de la respuesta a la terapia [39].

Los sintomas mas comunes de la LMC incluyen astenia, pérdida de peso, anemia,
dolor abdominal, episodios de infeccion y esplenomegalia [35]. Sin embargo, una gran
proporcion de pacientes es asintomatica y su diagnostico ocurre tras examenes médicos
eventuales en las que se observa un recuento anormal de células sanguineas [35].

Clinicamente, la LMC suele considerarse una enfermedad trifasica (Figura 3). La
primera de las fases es la denominada fase cronica, caracterizada por ser una etapa
indolente en la que se diagnostican hasta el 90% de los nuevos casos de LMC. En esta
etapa, que puede durar entre 3 y 8 afios, las células madre leucémicas (CML) responden
a factores de crecimiento, pero las vias de diferenciacion mieloproliferativas adquieren
ventajay los progenitores mieloides y otras células diferenciadas comienzan a acumularse
en la sangre y los tejidos extramedulares[40] (Figura 3B). Sin una terapia efectiva, la
enfermedad progresa hacia la fase acelerada, de duracion variable, en la que comienzan a
detectarse células inmaduras (blastos) en la circulacion sanguinea, para acabar en la fase
aguda de la enfermedad, cominmente conocida como crisis bléstica (Figura 3C). Los
criterios diagnosticos utilizados en la fase acelerada y la aguda dependen de la proporcion
de blastos en sangre, siendo de entre el 10 y el 20% en la fase acelerada y de mas del 20%

en la crisis bléastica [41]. Ambas fases se caracterizan por un arresto en la maduracion del
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linaje linfoide o mieloide, una infiltracion progresiva de blastos en sangre y la
acumulacion de nuevas alteraciones genéticas y epigenéticas en las CML [42]. Asi pues,
en la ultima de las etapas de la patologia, la crisis blastica puede tener un fenotipo
mieloide (50%), linfoide (25%) o ambos (25%) [41], denotando el origen troncal de la
enfermedad. Finalmente, la insuficiencia medular, ocasionada por la falta de
diferenciacion hematopoyética y la infiltracién masiva de blastos, lleva a la aparicion de

infecciones, trombosis y anemias, reduciendo la supervivencia de los pacientes a meses
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Figura 3. Fases clinicas de la leucemia mieloide crénica. (A) Hematopoyesis normal caracterizada por la existencia
de células madre hematopoyéticas con una capacidad de autorrenovacion y multipotencia controlada, lo que da lugar a
una hematopoyesis equilibrada entre los linajes mieloide y linfoide. (B) En la fase crénica, la via de diferenciacion
mieloproliferativa adquiere una ventaja proliferativa y se produce una expansién mieloide masiva. (C) La crisis blastica
se caracteriza por una detencion de la maduracion en el linaje mieloide o linfoide. Aparecen nuevas alteraciones
genéticas y epigenéticas acumuladas en las células madre leucémicas (CML) y las células blasticas salen de la médula
osea a la sangre periférica.
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2.3 Origen clonal de la leucemia mieloide cronica.

El cromosoma Filadelfia fue el primer ejemplo de anomalia citogenética
directamente asociada con el desarrollo de una neoplasia [28]. Durante los primeros afos
tras su descubrimiento, su consistencia como evento genético causal fue cuestionada, en
parte debido a la limitada resolucion de los anélisis cariotipicos de la época y en parte
debido a la confusion de la LMC con otros trastornos mieloproliferativos. Sin embargo,
la mejora en los métodos de cultivo celular y el desarrollo de técnicas de bandeo
cromosémico de mayor resolucion han permitido desenmascarar numerosas anomalias
citogenéticas subyacentes al desarrollo de tumores especificos [44—46]. De esta forma, la
LMC contribuyé a la verificacion de la teoria somatica del céancer, propuesta
originalmente por Boveri en 1914, la cual establece el origen del cancer en una célula
individual que presenta cambios genéticos [47].

La evidencia que apoya en las CMH el origen de la LMC ha ido acumuldndose
desde que Fialkow y cols. demostraron su naturaleza clonal mediante el examen de
polimorfismos ligados al cromosoma X presentes en mujeres con LMC en fase cronica
[48]. La presencia del cromosoma Filadelfia en precursores de eritrocitos, granulocitos,
monocitos y megacariocitos restringe el origen de la traslocacion inicial a las células
troncales hematopoyéticas de las que derivan todos estos linajes. No obstante, existen
ciertas controversias en la literatura cientifica que demuestran la complejidad de los
mecanismos moleculares que conducen a la progresion leucémica en la LMC. Por
ejemplo, la deteccion de transcritos BCR/ABL en células sanguineas de individuos sanos
[49,50] ha generado dudas sobre el papel del oncogén en funciéon de la etapa de
diferenciacion dentro del linaje hematopoyético. Una de las explicaciones mas aceptadas
para este fenomeno es la posibilidad de que la traslocaciéon ocurra en precursores
hematopoyéticos maduros y no desemboque en el desarrollo de leucemia al ser eliminada
su descendencia a través de la diferenciacion y la apoptosis. Sin embargo, a pesar de estos
descubrimientos y gracias a numerosos experimentos de sobreexpresion de BCR/ABL en
lineas celulares hematopoyéticas [51,52] y en modelos animales [53,54], hoy en dia esta
ampliamente aceptado que la traslocacion t(9;22) y la subsecuente expresion del oncogén
de fusion es el evento iniciador en la LMC. No obstante, los mecanismos por los que
emergen las CML, responsables de la transformacion leucémica, parecen requerir de una
mayor multiplicacién del nimero de copias de BCR/ABL, posibles mutaciones

secundarias y fenomenos de inestabilidad genomica [55].
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Las CML residen en el nicho medular en un estado quiescente y se caracterizan
por una gran heterogeneidad en sus mecanismos genéticos, epigenéticos y
transcripcionales. Las nuevas aproximaciones gendmicas, utilizando técnicas de célula
unica (del inglés, single cell) han brindado la oportunidad de identificar distintas
subpoblaciones de CML [52], y la busqueda de antigenos de superficie especificos para
su seleccion constituye uno de los mayores retos actuales en el desarrollo de nuevos
tratamientos [56,57].

En el mantenimiento y quiescencia de las CML en el nicho hematopoyético resulta
esencial para el desarrollo y progreso de la leucemia mieloide crénica. En este proceso
participan diversos mecanismos paracrinos y autocrinos que pueden ser dependientes o
independientes de la actividad de BCR/ABL [58]. Varios estudios sugieren que la
inactivacion de la oncoproteina p2108®48L disminuye la expresion de CXCR4, un
receptor de quimioquinas, promoviendo la liberacion de las CML del nicho medular hacia
la sangre [59]. Por el contrario, el aumento de los niveles de proteina CXCR4, promovido
por la actividad exacerbada de la oncoproteina, desencadena la retencion de las CML en
el microambiente medular, induciendo su quiescencia [59]. Asi pues, la comunicacion
con el nicho hematopoyético y las moléculas de sefalizacion asociadas con la
autorrenovacion y la supervivencia, son dos componentes clave para la persistencia a
largo plazo de las CML quiescentes [60]. El papel que juegan estas CML quiescentes,
responsables de la aparicion de resistencias a la terapia, asi como de las posibles
recurrencias tras la retirada del tratamiento, hace fundamental la busqueda de nuevas

aproximaciones destinadas a su identificacion y eliminacion.

2.4 Tratamientos convencionales.

Quimioterapia y radioterapia.

La historia del tratamiento de la LMC puede considerarse uno de los grandes hitos
de la medicina moderna en terapia contra el cancer. Durante el siglo XIX y en gran parte
del siglo XX, los tratamientos disponibles para la enfermedad no resultaban demasiado
exitosos. En 1786, Thomas Fowler cred la solucion de Fowler [61], que era en realidad
una solucion de trioxido de arsénico (As203) al 1% en bicarbonato de potasio. Desde

entonces, dicha solucion se convirtio en el pilar de la medicina del siglo XIX, utilizandose
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para el tratamiento de multiples afecciones, entre las cuales se encontraba la leucemia
[62]. Afios mas tarde, el médico aleman Lissauer publico el primer informe del uso de
arsénico en un paciente en estadios muy avanzados de la enfermedad, observando una
notable mejora en su salud [63]. Es interesante comentar que, en 1882, Arthur Conan
Doyle, el famoso autor de las historias de Sherlock Holmes que en ese momento trabajaba
como médico general en Birmingham, escribio para The Lancet una breve carta
documentado el uso de arsénico para tratar a un paciente con LMC [64]. Desde entonces
y a lo largo de la segunda mitad del siglo XIX, el arsénico se utiliz6 de manera
intermitente en el tratamiento de la LMC, demostrando su capacidad para controlar la
fiebre, reducir el recuento de globulos blancos, disminuir el tamafio del bazo y mitigar el
grado de anemia de los pacientes [61].

La radioterapia entr6 en la préctica clinica a principios del siglo XX y podria
considerarse el primer tratamiento eficaz y fiable para la LMC [65]. De esta forma, la
radiacion se consagrd como terapia estandar para la enfermedad durante los siguientes 50
afios, donde su uso dirigido al bazo de los pacientes con LMC demostrd una reduccion de
la esplenomegalia y una mejoria en su estado de salud general [65,66]. El rapido
desarrollo de los agentes alquilantes orales después de La Segunda Guerra Mundial
condujo a la introduccion del busulfan en 1953 [67]. Su uso en el tratamiento de la LMC
demostro6 ser muy eficaz para controlar las caracteristicas clinicas de la patologia durante
largos periodos de tiempo, desplazando en gran medida a la radioterapia ya por la década
de los 60 [68]. La hidroxicarbamida (hidroxiurea) fue entonces introducida en Estados
Unidos, sin embargo, su uso tard6 en extenderse en Europa, donde el busulfan continud
utilizdndose durante algunos afios [69]. Finalmente, los estudios prospectivos
demostraron que los pacientes tratados con hidroxiurea tenian una mayor tasa de
supervivencia que los tratados con busulfan, no obstante, si esto se debid a los efectos
beneficiosos de la hidroxiurea o a los efectos citotoxicos, posteriormente descritos, del
busulfan no quedo del todo esclarecido [70]. Es importante destacar que ninguno de los
agentes anteriormente mencionados tenia la capacidad de reducir el nimero de células
Filadelfia® presentes en la medula 6sea salvo en casos excepcionales, donde se empleaban
sobredosis de farmacos y se llevaba a los pacientes a episodios de aplasia severa. La
introduccion del interferén-o (IFN-a) en la década de los 70 logré una remision
citogenética, al menos parcial, en pacientes con LMC en fase cronica y una minoria de
estos, alcanzo una remision citogenética completa que permitié la discontinuacion del

tratamiento sin recaida posterior [71]. Asi, el IFN-a desplazdé gradualmente tanto al
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busulfan como a la hidroxiurea en el tratamiento de la LMC diagnosticada en fase cronica

si el paciente no era candidato para un trasplante alogénico de médula dsea [68,72].

Trasplante alogénico de médula dsea.

El trasplante alogénico de médula 6sea fue la tunica opcion terapéutica para la
LMC con el potencial de curar definitivamente la enfermedad y fue el tratamiento de
eleccion para los pacientes de LMC en fase cronica en la década de los 90 [73,74]. Aun
hoy en dia, el trasplante alogénico de médula 6sea constituye la inica y ultima alternativa
terapéutica para muchos pacientes de LMC, es ampliamente utilizado en otras patologias
hematologicas que carezcan de tratamiento efectivo [75] y supone la Unica terapia
curativa que implica la eliminacion definitiva del defecto genético subyacente. La historia
del trasplante alogénico de médula dsea comienza en la década de los 70. Durante esta
época se llevaron a cabo intentos esporadicos de alotrasplantes para tratar pacientes con
LMC en fases avanzadas, sin embargo, estos primeros intentos no resultaron exitosos y
llevaban asociada una altisima tasa de mortalidad bien por complicaciones derivadas del
trasplante o bien por la persistencia de leucemia [74,76,77]. A mediados de la década de
los 80, una serie de informes describieron resultados favorables de alotrasplantes
realizados a pacientes de LMC donde el donante del trasplante era un hermano
genéticamente idéntico [73]. Asi, el descubrimiento de los antigenos leucocitarios
humanos (del inglés human leukocyte antigens o HLA) presentes en la superficie de la
mayoria de células del cuerpo [78] y, mas concretamente, de la necesidad de determinar
la compatibilidad de HLA entre el donante y el receptor del trasplante para evitar la
respuesta inmune, fue clave para lograr el éxito de los trasplantes alogénicos [79]. Las
tasas de morbilidad y de mortalidad, atribuibles principalmente a la enfermedad de injerto
contra huésped y a las infecciones, fueron todavia apreciables, pero la mayoria de los
pacientes sobrevivieron al procedimiento y las recaidas durante los tres afios posteriores
al trasplante fueron relativamente poco frecuentes [76,77]. No obstante, y pese los
grandes avances conseguidos, que posicionaron al alotrasplante de medula 6sea como el
tratamiento de eleccion en la LMC, los importantes efectos secundarios de los regimenes
ablativos previos al trasplante, la dificultad para encontrar donantes HLA-compatibles y,
especialmente, la llegada de los inhibidores de la tirosina quinasa (del inglés #yrosine

kinase inhibitors o TKIs), desplazaron parcialmente el uso de esta terapia [74,77]. Desde
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entonces el alotrasplante de medula 6sea ha sido utilizado como una opcion de tratamiento
de ultimo recurso, si bien, en la actualidad dicho procedimiento vuelve a jugar un papel

importante en la gestion de los pacientes resistentes a los TKIs.

Los inhibidores tirosina quinasa.

La nocion de que la LMC podria tratarse con agentes que inhibieran la actividad
TK de BCR/ABL comenz6 a gestarse practicamente desde el descubrimiento de la
oncoproteina. Sin embargo, la historia del desarrollo de los TKIs no estuvo exenta de
dificultades y escepticismos. El mecanismo de accion de estos compuestos se basa en la
competencia con el trifosfato de adenosina (ATP) o el sustrato proteico de la quinasa, por
lo que la actividad de BCR/ABL se inhibiria a nivel proteico (Figura 4). Asi, una de las
mayores preocupaciones de la comunidad cientifica era la posibilidad de desarrollar un
compuesto con accidn hacia proteinas quinasa especificas, pues, cabria esperar que este
tipo de compuestos inhibieran otras quinasas, produciendo una toxicidad clinica
inaceptable. En este contexto, a principios de la década de los 90, Alexander Levitzki y
compaifieros, estudiaron una serie de compuestos, denominados trifostinas que inhibian la
actividad TK de la oncoproteina en la linea celular de LMC K562 [80]. No obstante, y
pese a los prometedores resultados obtenidos, dichos compuestos nunca llegaron a
aplicarse en la clinica. Fue en este incierto escenario, cuando Brian Druker, en
colaboracion con cientificos del Ciba-Geigy (ahora Novartis), comenzo6 a estudiar los
derivados de la 2-fenilaminopirimidina con la expectativa de que se consiguiera
desarrollar un compuesto que pudiera administrarse por via oral e inhibir a la
oncoproteina BCR/ABL. Los datos preclinicos, publicados en 1996 sugirieron que el
compuesto, originalmente denominado CGP57-148B, inducia la apoptosis selectiva de la
linea celular K562 e inhibia la proliferacion de unidades formadoras de colonias de
granulocitos y macréfagos (CFU-GM) derivadas de pacientes de LMC, mientras que no
afectaba a las CFU-GM Filadelfia negativas [80—82]. De forma practicamente simultanea
comenzaron los ensayos en animales, donde el compuesto, renombrado como ST1571,
continu6 exhibiendo prometedores resultados al inhibir, de forma dosis dependiente, el
crecimiento tumoral in vivo [83]. Finalmente, el compuesto entr6 en la practica clinica en
1998 y, por supuesto, es ahora ampliamente conocido como mesilato de imatinib o

simplemente como imatinib.
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Figura 4. Los inhibidores tirosina quinasa (TKI). Representacion esquematica del mecanismo de accion de los TKIs.
Los TKIs inhiben a la oncoproteina BCR/ABL, al competir por el sitio de union del ATP. Cuando se unen a la
oncoproteina bloquean su actividad catalitica tirosina quinasa.

Los TKIs llegaron a la rutina clinica tras casi 50 anos de investigacion basica
desde la descripcion original del cromosoma Filadelfia. Su notable actividad a la hora de
inducir remisiones completas en los pacientes represento la confirmacion definitiva del
papel central de BCR/ABL en la LMC y supuso un verdadero hito en el tratamiento de la
enfermedad. Hoy en dia, los TKIs siguen constituyendo la terapia de eleccion para la
LMC. Gracias a ellos los pacientes de LMC en fase cronica, que antes de 2001 tenia una
supervivencia media a los ocho afios del 20%, ahora tienen una tasa del 87% y una
esperanza de vida que se equipara al de personas sanas de su misma edad [84,85]. No
obstante, a pesar del éxito alcanzado con los tratamientos basados en los TKIs, aun
quedan obstaculos por superar. Una de las principales preocupaciones de los farmacos
TKIs es que no abordan la causa etiologica de la enfermedad y el evento oncogénico
causante permanece sin corregir. Esta nocion es especialmente importante al tener en

cuenta que los TKIs no eliminan completamente las CML, si no que existen CML
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BCR/ABL positivas residuales en la medula o6sea [86]. Como se ha mencionado
anteriormente, estas CML residuales “oncogénicamente quiescentes” reciben senales de
proteccion por parte del nicho medular, son resistentes a la accion de los TKIs y estan
estrechamente implicadas en la aparicion de recaidas [87] (Figura 5). Asi pues, la
medicacion oral continuada es necesaria y la interrupcion del tratamiento solo es una
opcion para aquellos pacientes que hayan conseguido una respuesta molecular completa.
Una administracion ininterrumpida de los TKIs favorece la aparicion de notables efectos
adversos y hace que un porcentaje significativo de los pacientes adquiera resistencias a

los farmacos [88] (Figura 5).

TRATAMIENTO DE LMC BASADO EN TKis

o
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Figura 5. Terapia mediante TKIs para la leucemia mieloide crénica. El tratamiento estandar para la enfermedad,
basado en la administracion de los inhibidores de tirosina quinasa (TKIs), son eficientes para silenciar la oncoproteina
BCR/ABL en las células madre leucémicas (CML). La interrupcion del tratamiento puede conducir a una recaida

debido a la existencia de células BCR/ABL positivas residuales. Asi mismo, la aparicion de CMLs resistentes a los
TKIs durante el tratamiento puede provocar una recaida de la enfermedad.

La identificacion de varias formas de resistencias a los TKIs, normalmente
causadas por la aparicion de mutaciones puntuales en el dominio TK de la oncoproteina
[88], han impulsado enormemente la creaciéon de nuevos TKIs de segunda y tercera
generacion [89]. No obstante, pese a los destacables esfuerzos de la comunidad cientifica
en la generaciéon de nuevos farmacos, que han abierto enormemente el abanico de

posibilidades para gestionar la aparicion de resistencias, estas siguen suponiendo un
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importante problema. Actualmente, se estima que hasta un 33% de los pacientes de LMC
no alcanzan una respuesta optima al tratamiento [90], por lo que la busqueda de opciones

terapéuticas alternativas resulta crucial para estos casos.

2.5 Aspectos moleculares de la LMC.

Desde que el oncogén de fusion BCR/ABL fue descrito en la década de los ochenta,
los esfuerzos de la comunidad cientifica se han centrado en esclarecer sus funciones
moleculares en el desarrollo y mantenimiento de la LMC. La fusién oncogénica BCR/ABL
es compleja, conteniendo multiples sitios funcionales que pueden contribuir al fenotipo
leucémico de la enfermedad.

El gen ABL es el homologo humano del protooncogén v-abl, hallado por primera
vez en el genoma del virus de la leucemia murina de Abelson (a-MulLV) [91]. La proteina
ABL humana, de 145 kDa, se expresa de manera ubicua, posee dos isoformas que surgen
del procesamiento alternativo del primer exdn y presenta actividad tirosina quinasa (TK)
[92].

La actividad TK de ABL, que recae en su dominio proteico SH1 [93], se encuentra
estrechamente regulada a través de otros dominios estructurales (SH2 y SH3) que le
permiten la interaccion con otras proteinas [94,95] (Figura 6). En el extremo C-terminal
de la proteina se encuentran las sefales de localizacion nuclear (del inglés nuclear
localization signals, NLS) [96], el motivo de union al ADN [97] y el motivo de unién a
los filamentos de actina [98] (Figura 6). Tanto la regulacion de la actividad TK como la
localizacion celular de la proteina son aspectos importantes que se ven alterados en la
proteina de fusion p2102¢*4BL y explican su actividad oncogénica. Asi, mientras que la
proteina endogena ABL es capaz de desplazarse entre el ntcleo y el citoplasma [96], la
oncoproteina p2102¢*4BL ge Jocaliza en el citoplasma [99], donde a través de su actividad
catalitica, altera multiples rutas celulares. En cuanto a su funcion, ABL participa en
diferentes procesos celulares tales como la regulacion del ciclo celular [100], 1a respuesta
al dafio genotoxico [101] y la transmision de informacion acerca del entorno celular
mediante la sefializacion de integrinas [ 102]. Tiene un papel esencial durante el desarrollo
embrionario, pues su eliminacion en homocigosis en modelos murinos causa muerte
perinatal, atrofia timica y esplénica y linfopenia de células B y T [103]. Sin embargo, este

papel esencial no parece mantenerse en el adulto, ya que los inhibidores de ABL, como
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los TKIs en el tratamiento de la LMC, son bien tolerados por los pacientes, lo que enfatiza

el papel redundante que juegan otras quinasas de la familia de ABL.

A. PROTEINA BCR m-BCR M-BCR p-BCR
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Figura 6. Dominios de la proteina BCR/ABL. Regiones proteicas localizadas en las proteinas BCR (A) y ABL (B),
y las que se mantienen en la fusion (C). La figura destaca el dominio coiled-coil (CC) de BCR, que permite la
dimerizacion de la oncoproteina, y los tres dominios SRC de ABLI, incluyendo el dominio tirosina quinasa (SH1) y
los dominios reguladores (SH2 y SH3).

Por su parte, el gen BCR humano codifica para una proteina de 160 kDa que, al
igual que ABL, se expresa de forma ubicua [92]. En el extremo N-terminal de la proteina
encontramos un dominio serina-treonina quinasa por el que, posiblemente, BCR sea
capaz de autofosforilarse [104] (Figura 6). A continuacion, posee un dominio coiled coil
que permite la formacidon de homotetrameros in vivo [105] (Figura 6). Este dominio de
oligomerizacion es especialmente importante para la actividad de BCR/ABL, pues la
tetramerizacion de la oncoproteina a través de este dominio se correlaciona tanto con su
actividad TK como con su capacidad de union a los filamentos de actina [105]. En la
region central de la proteina encontramos su dominio RHOGEF (del inglés Rho family
guanine nucleotide exchange factors) [106] que media el intercambio de guanidina
trifosfato (GTP) por guanidina difosfato (GDP) en la familia de GTPasas RHO, pudiendo
activar factores transcripcionales como NF-kB [107] (Figura 6). En el extremo C-
terminal, la proteina posee un dominio para la activacion de RAC, una GTPasa de la
superfamilia de RAS que regula la polimerizacién de los filamentos de actina [108].
Ademas, la proteina BCR posee diversos residuos tirosina susceptibles de ser fosforilados
[109], siendo especialmente importante el 177, a través del cual se une a la proteina

adaptadora GRB-2, implicada en la activacion de la ruta de RAS [110] (Figura 6). Asi
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mismo, en células hematopoyéticas normales, ABL interactia con BCR, a través de la
fosforilacion en dicho residuo Y177 [110,111]. La presencia de BCR/ABL en estas
células llevaria a su insercion en los complejos multiproteicos fisioldgicos, de los que
forman parte BCR y ABL, causando su perturbacion y desacople [112]. A diferencia de
ABL, los ratones deficientes para BCR son totalmente viables, siendo el aumento de la
actividad oxidativa en neutrofilos el unico efecto detectado hasta el momento [113], lo

que refleja la probable redundancia en sus vias de sefializacion.

El oncogén BCR/ABL.

La traslocacion reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22
t(9;22)(q34;q11) tiene como consecuencia molecular la yuxtaposicion del extremo 5’ de
BCR y el extremo 3’ de ABL [31]. Sin embargo, la localizacion exacta del punto de fusion
entre ambos genes es variable, dando lugar a diferentes transcritos BCR/ABL, que en
ocasiones se han correlacionado con el fenotipo patologico de la enfermedad, el
pronostico del paciente o la respuesta a la terapia [114,115].

Los puntos de fusion dentro de ABL ocurren a lo largo de una amplia region (de
unos 300 kb) localizada en su extremo 5’ y que engloba al primer y segundo exén
alternativo del gen (1b y 1a) [115]. Independientemente de la ubicacion exacta del punto
de ruptura, el procesamiento del transcrito de fusion va a acoplar la secuencia de BCR al
segundo exo6n (a2) de ABL [116] (Figura 7). La pérdida del primer exén es la unica
modificacién que sufre la secuencia de ABL en la formacion el oncogén de fusion
BCR/ABL, aunque esta pérdida, por si sola, no le confiere potencial oncogénico [117]. A
diferencia de lo que ocurre con ABL, los puntos de ruptura de BCR son mucho mas
variables, localizandose en una de las tres regiones denominadas breakpoint cluster
regions (ber) [31,118,119] (Figura 7). En la mayoria de pacientes de LMC y en
aproximadamente un tercio de pacientes Filadelfia positivos de leucemia linfoblastica
aguda (Ph" LLA), la ruptura se produce dentro de un area de 5,8 kb que va desde el exon
12 al ex6n 16 de BCR (originalmente denominados exones bl y b5), definida como la
region de punto de ruptura mayoritaria o0 M-ber [31] (Figura 7). A pesar de que el punto
preciso de ruptura dentro de la region M-ber puede variar y dar lugar a transcritos de
fusion atipicos [50,120], en la mayoria de los casos la escision tiene lugar entre los exones

13 y 14 (b2 y b3) o entre los exones 14 y 15 (b3 y b4), dando lugar a los transcritos
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quiméricos b2a2 y b3a2 (Figura 7). Ambos transcritos, expresados de forma dual en un
10% de los pacientes [121], dan lugar a una proteina de fusion de 210 kDa (p2108CR45L),
Sin embargo, en el resto de pacientes de LLA y en parte de los pacientes de LMC el punto
de ruptura para BCR se encuentra en una region de 54,4kb (denominada punto de ruptura
minoritario o m-ber) localizada en el extremo 3’ del primer intrén del gen; por lo que en
el transcrito resultante el primer exén de BCR (el) se fusiona directamente al segundo
exon de ABL (a2) [122—124]. En este caso, el ARNm resultante (ela2) codifica para una
proteina de 190 kDa (p1905¢®4BL) (Figura 7) con una actividad TK cinco veces mayor a
la de la oncoproteina p2102*4BL [125]. Numerosos estudios in vitro [125,126] e in vivo,
utilizando modelos animales [54,114] han ratificado esta exacerbada actividad

oncogénica de la proteina p190B8CR4BL

, que concuerda con su frecuente deteccion en las
formas agudas de leucemia [127]. Finalmente, la tercera region de puntos de ruptura para
BCR, denominada p-ber, la encontramos aguas abajo del exén 19 del gen (el9) y, tras su
traslocacion con la secuencia de ABL, da lugar a transcritos codificantes para una proteina
de 230 kDa (p2308€R4BL) 128] (Figura 7). La expresion de la oncoproteina p2302¢*45L
suele correlacionarse, aunque con excepciones [ 129], con la leucemia neutrofilica cronica

(LNC), de un curso mas indolente que el de la LMC y una transformacion bléastica mas

ralentizada o inexistente [128].

TRANSCRITOS DE FUSION BCR/ABL

BCR ABL
el 1 e2 e13 1 el4 l e191 1b 1a 1 a2 a3 a1
G-V VY R
m-ber M-ber H-ber Punto de ruptura
ela2 LLA p190
b2a2 LMC p210
b3a2 LMC p210
e19a2 L LNC p230

Figura 7. Localizacién de puntos de ruptura entre los genes BCR y ABL. Arriba: Representacion esquematica de
la estructura de los genes BCR y ABL, indicandose con flechas los puntos de ruptura mas frecuentes para ambos genes.
Abajo: Diferentes combinaciones producen diferentes transcritos de fusion y diferentes resultados proteicos.

Toda la investigacién acumulada durante los ultimos afios sobre los diferentes
reordenamientos genéticos existentes en torno a la formaciéon de BCR/ABL nos han
brindado una valiosa informacion acerca de las funciones moleculares de ambos genes

implicados. Uno de los aspectos mas llamativos es la frecuente conservacion de la
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secuencia de ABL que se mantiene en el oncogén, que contrasta con la amplia variabilidad
existente para el fragmento de BCR. Apoyando este concepto, encontramos interesantes
estudios acerca de otros genes de fusion implicados en enfermedades neoplasicas, como
es el caso de la fusion TEL/ABL, encontrada en casos raros de LLA [130,131], que parece
indicar que el fragmento de BCR puede ser incluso reemplazado por otra secuencia y aun
asi causar la aparicion de leucemia. Asi, hoy en dia estd ampliamente aceptado el papel
de ABL como principio transformador de la enfermedad, mientras que la fraccion de BCR

parece dictar el fenotipo patologico de la misma.

Efectos moleculares provocados por BCR/ABL.

Bajo condiciones fisiologicas, la actividad TK de ABL, implicada en numerosas
vias de sefalizacion del ciclo celular, se encuentra estrechamente regulada. Sin embargo,
la activacion constitutiva de la actividad TK de BCR/ABL altera diversos mecanismos
celulares, tales como la adhesion celular [132], la sefializacion por mitogenos [133] o la
apoptosis [134], que desembocan en la transformacion leucémica de las células.

Las propiedades de adhesion celular, tanto a las células del estroma del nicho
medular como a la matriz extracelular, se ven disminuidas en las CML [132,135]. Este
fendémeno, ademas, tiene como consecuencia directa un escape de las CML a la regulacion
de la proliferacion, normalmente inhibida tras la adhesion al estroma. El interferon-o
(IFN-a), utilizado como farmaco en el tratamiento de la LMC, parece revertir este defecto
en la adhesion [136]. Los analisis del perfil de expresion génica de las CML han revelado
un descenso en la expresion de moléculas de adhesion como CD44 o NR4A1 [137],
implicadas en el mantenimiento de la quiescencia y en el desprendimiento del nicho. Las
CMH normales son sensibles al gradiente de CXCLI12 (SDF-1), que promueve su
migracion al nicho, mediante estimulacion de su receptor CXCR4 que activa tanto a
CDC42 como a RAC (Figura 8). Sin embargo, en las CML, la actividad TK de BCR/ABL
activa a CDC42 y RAC a través de la fosforilacion de VAVI, causando su
insensibilizacion a CXCL12 [138] (Figura 8). Finalmente, la proteina CRKL, una de las
principales dianas de BCR/ABL [139], est4 implicada en la regulacion de la motilidad
celular [140] y en la adhesion celular mediada por integrinas [141], proteinas

indispensables en la interaccion entre las células troncales y el estroma.
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Figura 8. Vias de sefializacién activadas por BCR/ABL. Sefializacion intracelular de los principales procesos
celulares alterados por la actividad TK de BCR/ABL, tales como la proliferacion, la apoptosis y la adhesion celular.

En cuanto al papel de BCR/ABL en las rutas de sefializacion mediadas por
mitogenos, la actividad TK del oncogén influye en vias moleculares tan criticas como las
de las MAP quinasas, PI3K, AKT y activa factores de transcripcion como STAT o MYC.
En la ruta de las proteina quinasas activadas por mitogenos (MAP quinasas), BCR/ABL
activa a RAS a través de la molécula adaptadora GRB-2 [142]. La autofosforilacion de la
oncoproteina en su tirosina 177 proporciona un sitio de unién directo para GRB-2 que,
tras la union con la proteina SOS, estabiliza a RAS en su forma activa (unida a GTP)
[142] (Figura 8). SHC y CRKL son proteinas adaptadoras capaces de activar a RAS y
ambas son sustratos directos de BCR/ABL [139,143]. La activacion constitutiva de RAS
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y el subsecuente reclutamiento de la serina-treonina quinasa RAF en la membrana celular
inicia una cascada de sefializacion a través de las serina-treonina quinasas MEK1/MEK?2
y ERK, que finalmente conduce a la activacion de la transcripcion génica [144] (Figura
8). En la ruta de las fosfoinositol-3 quinasas (PI3K), BCR/ABL forma complejos
multiméricos con las PI3 quinasas y las moléculas adaptadoras CRK y CRKL [141]. La
activacion de las PI3 quinasas conduce a la activacion de la serina-treonina quinasa AKT
[145], implicada en la sefalizacion celular antiapoptotica [146]. De esta forma,
BCR/ABL emula el patron generado por los factores de crecimiento fisiologicos,
manteniendo una sefializacion anti apoptotica constitutiva (Figura 8). Por otra parte, el
papel de BCR/ABL en la ruta de las Janus-quinasas-transductoras de la sefial y
activadoras de la transcripcion (JAK-STAT) vuelve a explicar la capacidad del oncogén
para transformar lineas celulares dependientes de factores de crecimiento en
independientes del mismo. A diferencia de la activacion de la ruta JAK-STAT mediante
estimulos fisiolégicos, BCR/ABL puede activar directamente a las proteinas STAT1 y
STATS, sin la fosforilacion previa de las proteinas JAK [147] (Figura 8). Por ultimo, la
activacion del protooncogén MYC mediada por BCR/ABL tiene lugar a través del
dominio SH2 de la oncoproteina [148] y parece estar mediada por RAS/RAF, las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y el factor de transcripcion E2F que activa en ultima
instancia el promotor de MYC [149].

Como ha sido descrito, el efecto anti apoptdtico producido por BCR/ABL esta
ligado a la actividad TK de la oncoproteina y normalmente se correlaciona con la
activacion de RAS [133,150]. Sin embargo, las vias por las que se media esta inhibicion
de la apoptosis son complejas e implican la actividad de diversas moléculas sefializadoras.
BCR/ABL puede bloquear la liberacion del citocromo C de las mitocondrias y con ello,
ocasionar la inhibicion de la ruta de las caspasas [151,152]. Ademas, la inhibicion de la
apoptosis puede estar mediada por BCL-2, proteina antiapoptotica que se encuentran
sobreexpresadas por BCR/ABL de manera RAS [153] o PI3 quinasa [145] dependiente
(Figura 8). Otro vinculo entre BCR/ABL y la inhibicién de la apoptosis consiste en la
fosforilacion de la proteina proapoptdtica BAD, mediada tanto por AKT como por RAF-
1 [154,155], que provoca su secuestro en el citosol e impide su traslocacion a la membrana
mitocondrial (Figura 8). Finalmente, es posible que BCR/ABL también inhiba la
apoptosis al disminuir la expresion de la proteina de union a la secuencia consenso del

interferén (ICSBP) [156]. Este fendmeno se relacionaria directamente con la evidencia
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de que ratones deficientes para ICSBP desarrollan un sindrome proliferativo [157] y

explica, al menos en parte, el éxito de la terapia con IFN-a en la LMC.

3. LAS NUCLEASAS DE EDICION GENOMICA.

3.1 Origen y mecanismo de accion.

Las técnicas de modificacion genética han sido la base de las investigaciones
biomédicas y biotecnologicas durante las ultimas décadas. Incluso en los estudios clasicos
de Mendel, Morgan y Avery, el estudio de los genes siempre ha estado ligado al analisis
de sus modificaciones y, desde entonces, la comunidad cientifica centr6 sus esfuerzos en
conseguir manipular las secuencias de ADN de forma especifica y precisa. Durante
muchas décadas, la posibilidad de inducir mutaciones en sitios especificos del genoma
quedo relegada a ciertos organismos y contextos celulares determinados. Este era el caso
de los métodos de gene targeting llevados a cabo en levaduras y ratones entre la década
de los 70 y los 80 [158-160]. Sin embargo, estos métodos eran dependientes de los
mecanismos de recombinacion homologa celulares, que eran notablemente especificos,
pero altamente ineficientes. El alto coste econdmico y complejidad técnica de los métodos
de modificacion, seleccion y caracterizacion de las células, unidos a la imposibilidad de
cultivar células madre embrionarias de otras especies mas alla del raton limitaron en gran
medida el uso de esta técnica [161].

En este contexto tan limitante, la llegada de las nucleasas de edicion génica
revoluciond por completo el dmbito cientifico. Su gran versatilidad hizo factible la
posibilidad de editar cualquier secuencia gendémica en cualquier organismo y la relativa
sencillez de su disefio permitié que la nueva tecnologia se instaurara rapidamente en la
rutina de los laboratorios [162]. Las nucleasas de edicion gendmica basan su mecanismo
de accion en la generacion de rupturas de doble cadena (del inglés double-strand breaks
o DSB) en el genoma que estimulan los mecanismos celulares de reparacion del ADN
(Figura 9). El primero de estos mecanismos es la reparacion por union de extremos no
homologos (del inglés non-homologous end-joining o NHEJ) mediante el cual la célula
repara el DSB mediante la unién de los dos extremos libres de ADN bajo actuacion de la
ligasa IV [163]. Este proceso no requiere la presencia de una molécula homoéloga y por
tanto no esta restringido a fases concretas del ciclo celular [163]. La clave de las

modificaciones genéticas generadas empleando esta via de reparacion es que, durante el
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proceso de union de los extremos, la célula introduce mutaciones aleatorias mediante la
insercion o delecion (INDELS) de unos pocos nucleétidos. Como resultado, la secuencia
codificante diana se modifica, con una alta frecuencia, su marco de lectura se vera
alterado y en la mayoria de los casos esto generara un alelo nulo o knock out (KO). Esta
es la base de los experimentos de silenciamiento génico y de generacion de animales
deficientes o KO. El otro mecanismo principal de reparacion del ADN es la via de
reparacion mediada por homologia (del inglés homology-directed repair o HDR). Cuando
el DSB es reparado por HDR es necesaria la presencia de una molécula homologa, por lo
que esta via se produce de manera natural mayoritariamente en las fases S y G2 del ciclo
celular, donde las cromatidas hermanas son mas accesibles [164]. El proceso implica la
invasion de la molécula homologa por parte del extremo 3’ sobresaliente y la posterior
recombinacion, mediada por la recombinasa RADS51 [165]. La via HDR explota este
fendmeno de recombinacién homologa para introducir una secuencia de ADN donadora
exogena de forma especifica en el sitio del DSB (Figura 9). Asi, mediante este mecanismo
de reparacion es posible introducir o corregir mutaciones puntuales en secuencias
especificas, reemplazar genes concretos o bien, insertar con precision secuencias
deseadas a partir de un ADN donador. A este mecanismo celular se debe la generacion
de modelos animales con secuencias reemplazadas o knock in (KI).

Actualmente disponemos de tres clases de nucleasas programables, capaces de
generar DSB en practicamente cualquier objetivo deseado: las nucleasas de dedos de zinc
(del inglés zinc-finger nucleases o ZFN), las nucleasas efectoras similares a activadores
de transcripcion (del inglés transcription activator-like effector nucleases o TALENS) vy,
por supuesto, el popular sistema CRISPR/Cas9 (del inglés Cluster Regulary Interspaced
Short Palindromic Repeats) [166]. Aunque ésta ultima es la que actualmente domina en
todos los laboratorios de investigacion del mundo, tanto las ZFNs como las TALENSs atn
son utilizadas en diversos campos de investigacion biomédicos y agricolas. Todas estas
nucleasas de edicion gendmica basan su mecanismo de accion en la capacidad de
reconocer secuencias concretas de ADN (dominio de unién al ADN) y escindir el enlace

fosfodiéster (dominio nucleasa) [166].
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Ruptura de doble cadena (DSB)
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Figura 9. Mecanismos celulares de reparacion del ADN. El mecanismo de unién de extremos no homoélogos (NHEJ)
implica la accion de las proteinas ku70/80, DNA-PKcs y Artemis, con capacidad para unirse a los extremos libres de
ADN que se generan. Los extremos de ADN resecados se unen por la accion de la ligasa IV con la insercion de un
numero variable de nucledtidos (INDELS) que, en la mayoria de los casos, conducen a la generacion de alelos nulos.
La via de reparacion dirigida por homologia (HDR) comienza con la reseccion de los extremos de ADN liberados. Las
proteinas RPA, Rad51 y BRCA2 actian uniendo y protegiendo el ADN de cadena sencilla que se genera. Mediante la
recombinacion homologa, la via de la HDR permite la introduccion de plantillas de ADN procedentes de donantes
exogenos en el lugar de la rotura de la doble cadena (DSB), sustituyendo la secuencia genémica objetivo.

3.2 Las nucleasas de dedos de zinc (ZFN).

Las ZNF son proteinas de fusion artificiales formadas por un dominio nucleasa,
derivado de la enzima de restriccion Fokl, y un dominio de union al ADN proveniente de
un tipo de factores de transcripcion eucariotas: las proteinas de dedos de zinc. Esta region
proteica de dedos de zinc consiste en un moédulo de reconocimiento formado por entre
tres y seis dedos de zinc unidos en tandem, cada uno de los cuales puede reconocer tres
nucleotidos, generando asi una ZFN capaz de unirse a secuencias de entre 9 y 18
nucleotidos [167] (Figura 10A). De esta forma, mediante el ensamblaje modular de
distintas combinaciones de dedos de zinc, el sistema permite disefiar ZFN especificas que
reconozcan secuencias de ADN concretas, que posteriormente seran escindidas mediante
el dominio nucleasa FoklI (Figura 10A). Esta nucleasa debe dimerizar para llevar a cabo
un DSB en la hebra de ADN, lo que implica que deben utilizarse dos dominios ZFN para

formar una nucleasa funcional. Ambos monoémeros se situaran proximos, separados por
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entre cinco y siete pares de bases, interactuando con sus secuencias diana, localizadas a
izquierda y derecha del sitio de corte. El requisito de dimerizacion permite ademads
duplicar la longitud de la secuencia diana a reconocer, incrementando la especificidad del

sistema [168] (Figura 10B).
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Figura 10. Nucleasas de edicién de dedos de zinc (ZFNs). (A) Disefio del sistema ZFNs mediante el ensamblaje de
distintas combinaciones de ZFs. (B) ZFN en su forma dimerizada y funcional, capaz de producir DSBs mediante el
dominio nucleasa.

La principal desventaja del sistema radica en la complejidad de su disefio. La gran
dependencia del contexto de los dedos de zinc, que hace que su especificidad varie en
funcién del resto de posibles sitios de union de dedos de zinc de su entorno [167],
complica en gran medida su disefio y hace necesaria la inversion de grandes cantidades
de tiempo y dinero. Pese a estos inconvenientes, las ZFN han sido ampliamente utilizadas
en el campo de la investigacion, su capacidad para corregir alteraciones génicas in vivo
ha sido demostrada en numerosos estudios [169,170] y con su descubrimiento se abri6 un

enfoque prometedor para el tratamiento de patologias genéticas mediante terapia génica.

3.3 Las nucleasas efectoras similares a activadores de transcripcion

(TALENS).

Al igual que las ZFNs, las TALENs basan su mecanismo de accién en la unién
entre un dominio nucleasa de corte inespecifico (Fokl) y un dominio de unién al ADN de
disefio especifico para cada secuencia. En el caso de las TALENS, el dominio de unién al

ADN esta compuesto por unas repeticiones altamente conservadas derivadas de efectores
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de tipo activador de la transcripcion (TALE). Las proteinas TALE fueron encontradas
originalmente en bacterias del género Xanthomonas, que las secretaban a fin de alterar la
transcripcion de ciertos genes en la célula hospedadora [171]. Por otra parte, de forma
similar a lo que ocurre con los ZFNs, el dominio nucleasa de Fokl debe dimerizar para
activarse. De esta forma, dos TALENs tienen que unirse al DNA quedando préximas
entre si, para permitir la dimerizacion de los dominios FoklI y la generacion de los DSBs
(Figura 11A).

La gran ventaja que ofrecen las TALENSs en comparacion con las ZFN radica en
la facilidad y sencillez de su disefio. Mediante el uso de un simple codigo proteina-ADN,
que relaciona los dominios de repeticion TALE con los nucleodtidos para los que tiene
afinidad, se pueden disefiar una gran cantidad de médulos TALE especificos para cada
secuencia genomica diana (Figura 11B). Cada uno de los dominios TALE se une de forma

precisa a un unico nucledtido gracias a dos aminoacidos hipervariables, presentes en

NUCLEASAS EFECTORAS TIPO ACTIVADORES DE TRANSCRIPCION (TALENs)
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Figura 11. Nucleasas de ediciéon TALENs. (A) TALENSs en su forma dimerizada y funcional, capaz de producir DSBs
mediante el dominio nucleasa. (B) Disefio del sistema TALENs mediante un codigo péptido-ADN.
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posiciones concretas de cada dominio de repeticion. Tras este descubrimiento, la
generacion y produccion de dominios TALE fue ampliamente estudiada, lo que derivo en
el desarrollo de una gran cantidad de protocolos de ensamblaje [172]. La facilidad del
disefio, las altas tasas de escision y el practicamente ilimitado rango de secuencias
objetivo sobre las que pueden actuar, convirtieron a las TALENs en unas excelentes
herramientas de ediciéon génica ampliamente utilizadas en diversas investigaciones

biomédicas [173,174].

3.4 El sistema CRISPR/Cas9.

La instauracion durante la pasada década de las nucleasas de edicion gendmica
(ZFNs y TALENs) permiti6 la generacion de numerosos animales modificados
genéticamente [175,176] y con ellas lleg6 una tecnologia que impulsaria enormemente el
campo de la transgénesis. Sin embargo, estas herramientas se vieron rapidamente
superadas con la llegada de la revolucionaria tecnologia CRISPR/Cas9 [177]. La
simplicidad de este sistema ofrece una herramienta efectiva, de bajo coste y universal que
supuso una nueva era en el campo de la terapia génica.

El sistema CRISPR/Cas9 tiene su origen en un sistema de inmunidad adaptativa
encontrado en la mayoria de arqueas y casi un 50% de las bacterias, que protege a dichos
organismos frente a la infeccion por fagos (Figura 12). Este rudimentario sistema inmune
se encuentra codificado en un locus donde se concatenan una serie de secuencias
palindromicas repetidas, separadas por otro tipo de secuencias ‘“espaciadoras”
diferenciales, todas ellas precedidas por una secuencia lider rica en AT [178]. El
investigador espafiol Francisco Mojica fue el primero en describir, en 1993, esta matriz
de secuencias repetidas en tandem, gracias a sus investigaciones en la arquea Haloferax
mediterranei [179]. Anteriormente, se describié una estructura similar en Escherichia
coli, encontrandose una conexion con las eubacterias [ 180]. Mojica acufio el acronimo de
CRISPR (del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats) y Ruud
Jansen lo utiliz6 en una publicacion por primera vez en 2002 [181]. Tres afos mas tarde
llego el sorprendente descubrimiento de que estas secuencias espaciadoras desconocidas
mostraban un alto porcentaje de similitud con secuencias encontradas en varios tipos de
bacteriofagos [182,183], lo que sembro6 la idea de que este sistema podia representar en

realidad un tipo de memoria inmunoldgica. Finalmente, en 2007, Barrangou y cols.
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demostraron que el sistema CRISPR era un rudimentario sistema inmune procariota que
protege a dichos organismos contra las infecciones de ADN exdgeno (Figura 12) [184].
Los investigadores también estudiaron el papel de las proteinas asociadas a CRISPR: las
proteinas Cas. Descubrieron el papel de la proteina Cas7, que parecia estar implicada en
la generacion de nuevos espaciadores y, mas importante, revelaron el papel de la proteina
Cas9, cuya funcion era la de escindir, mediante un DSB, el ADN invasor [185].
Posteriormente se demostré que los diferentes espaciadores entremezclados con las
secuencias repetidas en tandem de la matriz CRISPR eran expresados en forma de
pequeiios ARN que servian como guia para el sistema, al poseer homologia parcial con

la secuencia diana. Estos pequefios ARNs de CRISPR, denominados crRNAs (del inglés
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Figura 12. Sistema de inmunidad adaptativa mediado por CRISPR, presente en arqueas. Mecanismo celular
inmune mediado por CRISPR/Cas9, mediante el cual es capaz de degradar ADN viral tras una segunda infeccion.

CRISPR related RNA) eran los responsables de la resistencia a la infeccion y podian ser
transferidos de una cepa resistente a una que no lo fuera, induciendo resistencia en la
segunda [186,187].

El hallazgo de que los crRNAs guiaban a la nucleasa Cas9 a escindir el genoma
invasor, recordd nuevamente al mecanismo de las anteriores nucleasas de edicion génica
(con un dominio de reconocimiento del ADN y un dominio de escision de este) y abrio
las puertas a utilizar el sistema como una tecnologia de edicién génomica, altamente
especifica y direccionable. Cabe destacar que el unico requisito para la actividad de la

nucleasa Cas9 es la existencia de un motivo PAM (del inglés protospacer adjacent motif)

30



Introduccion

de tres nucleotidos, en el extremo 3’ de la secuencia diana [188]. La consecuencia de la
actividad de la proteina Cas9 sera un nico corte de doble cadena, que generaré extremos
romos en el ADN, tres nucleétidos “aguas arriba” de la secuencia PAM. Finalmente, el
descubrimiento del ARN transactivador (del inglés trans-activator RNA o tracrRNA),
completd el rompecabezas que aclaraba el mecanismo de accion del sistema [189]. El
tractrRNA actua como elemento estructural, hibridando parcialmente con el crRNA y con
la endonucleasa Cas9, permitiendo el ensamblaje de todos los componentes y formando
la ribonucleoproteina [190].

Para simplificar ain mas el sistema, las cientificas Doudna y Charpentier
demostraron que los dos ARNs (crRNA y tractRNA) podian funcionar in vitro cuando se
fusionaban en un ARN unico (del inglés single guide RNA o sgRNA) [190]. Ellas, al igual
que Siksnys, demostraron que la nucleasa Cas9 era capaz de cortar ADN purificado in
vitro y el sistema podia programarse disefiando sgRNAs a medida [191]. Estos
descubrimientos mostraron la oportunidad del uso del sistema como nucleasa de edicion
del genoma, sin embargo, la cuestion clave que quedaba por resolver era si el sistema
CRISPR también funcionaria en células de mamiferos. A mediados del 2012, Feng
Zhang, disefi6 un sélido sistema de tres componentes que consistia en la nucleasa Cas9
aislada de Streptococcus thermophilus, un tractrRNA y una matriz CRISPR para dirigirse
a 16 sitios del genoma humano y murino [191]. Asi, Zhang respondid a la pregunta y
demostrd que el sistema era capaz de inducir mutaciones en uno o varios genes al mismo
tiempo, generando indels por la via de NHEJ [192]. Poco tiempo después se demostro
que el sistema CRISPR también permitia la insercion de nuevas secuencias en el sitio
diana, explotando la via HDR, cuando se aportaba un ADN molde [192]. Actualmente,
el sistema CRISPR/Cas9 es universalmente utilizado en laboratorios de todo el mundo.
La herramienta de edicion ha sido ampliamente utilizada en investigacion, tanto para
estudios in vitro [193,194], como para la generaciéon de animales modificados
genéticamente [195-199] y, mas recientemente, aplicada al campo de la terapia génica

[199,200].
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4. EL SISTEMA CRISPR/CAS9 Y SU APLICACION EN TERAPIA.

4.1 Evolucion del sistema CRISPR/Cas9.

La prometedora aplicacion del sistema CRISPR/Cas9 en terapia génica trajo
consigo un nuevo campo de investigacion de busqueda constante de actualizaciones y
mejoras del sistema de edicion, que hoy en dia contintia avanzando. Uno de los primeros
objetivos de los investigadores fue la busqueda de nuevas proteinas Cas con diferentes
propiedades, tales como tamaiio de proteina, especificidad de sustrato o secuencias PAM
alternativas. Pese a que la proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpCas9), utilizada
en la publicacion original, sigue siendo, por mucho, la nucleasa més popular para la
edicion del genoma, hoy en dia disponemos de una gran variedad de versiones de
proteinas Cas con diferentes caracteristicas. Uno de los grandes inconvenientes de la
proteina SpCas9 es su gran tamafio (de 163 kDa) que imposibilita su entrega utilizando
virus adenoasociados, uno de los vectores mas utilizados en terapia génica. En busca de
variantes mdas pequefias, los investigadores descubrieron en 2015 la Cas9 de
Staphylococcus aureus (SaCas9), de 130 kDa, que si podia ser empaquetada en este tipo
de vectores virales [201]. La SaCas9 ha sido muy utilizada en experimentos in vivo con
ratones donde se ha logrado la edicion gendmica de 6rganos especificos mediante la
administracioén viral del sistema CRISPR/Cas9 [201]. En 2015, el equipo de Zhang
inform6 sobre un sistema CRISPR novedoso y més preciso descubierto en
Acidaminococcus 'y Lachnospiraceae, cuya nucleasa asociada hoy se conoce como
Casl2a (inicialmente denominada Cpfl) [202]. La nucleasa Casl2a es mas pequeia que
SpCas9, requiere solo de un ARN (independiente de tracrRNA) y genera DSB de
extremos protuyentes. Otra caracteristica importante de la proteina es su secuencia PAM,
del tipo TTTV (donde V es A,G o C), lo que ampli6 la aplicabilidad del sistema a
secuencias gendmicas ricas en timina, que hasta entonces resultaban inaccesibles
[203,204]. En 2017, Zhang y sus colaboradores volvieron a asombrar a la comunidad
cientifica al informar sobre un novedoso sistema CRISPR de edicion de ARN: el sistema
CRISPR/Cas13 [205]. La nucleasa Cas13 es capaz de dirigirse y degradar el ARNm, lo
que permite reducir la expresion génica sin producir alteraciones gendmicas definitivas.
Actualmente disponemos de diferentes versiones ortélogas de la nucleasa Cas13 que han

demostrado ser eficaces in vivo en embriones murinos y de pez cebra [206,207].
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Ademas de aprovechar las proteinas Cas naturales, los investigadores comenzaron
a redisenar in vitro la nucleasa Cas9, con el objetivo principal de mejorar su fidelidad.
Una de las principales y mas analizadas limitaciones del sistema CRISPR/Cas9 es la
mutagénesis fuera del sitio diana (término conocido como off-target), producida cuando
los ARNs “guia” del sistema hibridan con otras regiones del genoma para los que tuvieran
homologia parcial [208]. Esta demostrado que la SpCas9 puede tolerar varios desajustes
de nucleotidos, que varian en funcion de su distribucioén y posicion en la secuencia de
ARN [209]. El fendmeno de los off-targets puede tolerarse en segiin qué procedimientos,
como es el caso de la generacion de modelos murinos modificados genéticamente, donde,
a través del retrocruzamiento de animales, es posible segregar la modificacion deseada.
Sin embargo, en muchas otras ocasiones y, en especial, en el caso de la terapia génica, la
generacion de off-targets resulta inadmisible. Para solventar este inconveniente, la
comunidad cientifica ha trabajado en diferentes alternativas. En un primer intento, la
proteina Cas9 se utilizé de forma dimérica, como ocurria con los ZFN o las TALEN. Asi,
Cas9 se convirtio en una nickasa que no inducia DBS, sino cortes en una sola hebra del
DNA (del inglés nicks) [210]. Estos nicks individuales en el genoma se reparan con alta
fidelidad, sin embargo, al producir dos nicks simultdneos y cercanos (separados por
menos de 100 pb) mediante el uso de un par de sgRNAs se inician los mecanismos de
reparacion de DSBs. De esta forma se consiguié aumentar la especificidad del sistema,
minimizado su actividad off-target. Otra alternativa surgioé en 2016, con la llegada de las
proteinas Cas9 de alta fidelidad. Mediante ingenieria de proteinas, se modificaron
diferentes residuos de la nucleasa, evitando la union inespecifica al ADN [211].
Actualmente, existen muchas mas variantes de Cas9 de alta fidelidad, capaces incluso de
discernir entre secuencias que difieren en solo un par de bases [212], sin embargo,
ninguna de estas versiones parece retener la misma eficiencia de edicion dentro de la
secuencia diana que la SpCas9 original.

En 2016, con el surgimiento de la era de la “edicion de bases”, el laboratorio de
David Liu desarrolld un nuevo enfoque que pretendia eludir la problematica de los off-
targets [213]. La generacion de estas mutaciones fuera de sitio esta estrechamente
relacionada con la produccion de DSB. Estos DSB, aunque permiten la generacion de
alelos KO y facilitan la introducciéon de ADN ex6geno, también suponen una elevada tasa
de inestabilidad gendmica, que puede incluso conducir a reordenamientos citogenéticos
[214]. Asi, sorteando el riesgo de generacion de DSB, los denominados editores de base

permiten la conversion directa e irreversible de un nucle6tido objetivo en otro de manera
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programable. Mediante la fusion de una Cas9 inactiva (del inglés dead Cas9 o dCas9) con
un dominio enzimatico desaminasa, el sistema permite la conversion de nucleotidos
especificos, del tipo citosina por timina (C = T) y guanina por adenina (G = A), sin la
necesidad de DSB [213]. Actualmente, el sistema ha demostrado ser aplicable a multiples
organismos y gracias a ¢l se han obtenido diversos animales modificados genéticamente
[215-217]. No obstante, los editores de base solo permiten la conversion entre
nucleotidos, pero no son capaces de introducir deleciones o inserciones. Para superar estas
limitaciones, en el 2019, se introdujo otra sorprendente innovacion del sistema CRISPR:
los denominados “editores de calidad” o prime editors [218]. Los prime editors utilizan
una Cas9 nickasa fusionada a una transcriptasa inversa, guiada por un ARN dual (del
inglés prime editor guide RNA o pegRNA). Este pegRNA alberga, ademas de la secuencia
diana que guiard a la Cas9, la secuencia molde para que la transcriptasa inversa sintetice
de novo la modificacion genética deseada dentro del sitio diana, a partir del nick generado
por la nucleasa. De esta forma, el sistema permite realizar inserciones, deleciones o
conversiones de nucleodtidos, sin necesidad de DSB ni de secuencias de ADN molde, y de
una manera excepcionalmente precisa [218]. Actualmente, los prime editors se
encuentran en una fase temprana de su desarrollo, no obstante, ya han demostrado ser
aplicables a diversos organismos y los resultados obtenidos hasta ahora resultan muy
prometedores [219]. Dada su precision, especificidad y baja tasa de mutaciones off-target,
los prime editors tienen un enorme potencial clinico para tratar patologias humanas

mediante terapia génica.

4.2 Aplicaciones terapéuticas del sistema CRISPR/Cas9.

La introduccion de la terapia génica en la clinica brindd esperanza a miles de
pacientes con enfermedades genéticas y opciones terapéuticas limitadas. Durante sus
primeros afos, la terapia génica se baso en el uso de vectores virales para la entrega de
transgenes terapéuticos [220,221]. El primer ensayo clinico en el que se utilizd terapia
génica fue aprobado en 1990, para la enfermedad monogénica de deficiencia de adenosina
desaminasa (ADA-SCID) y sus resultados no fueron del todo 6ptimos [222]. Pese a estos
modestos resultados, la terapia génica seguia entusiasmando a la comunidad cientifica
por el enorme potencial terapéutico que suponia. Sin embargo, los ensayos clinicos

iniciales no alcanzaban el éxito deseado, y los efectos adversos asociados fueron mucho
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mas graves de lo esperado, causando la muerte de muchos pacientes [223,224]. Estos
tragicos eventos generaron una gran preocupacion sobre la seguridad de la terapia génica,
y durante algunos afos, esta aproximacion terapéutica quedo relegada de la clinica.

Sin embargo, con la irrupciéon de las nucleasas de edicion gendmica, y
especialmente, del sistema CRISPR/Cas9, la terapia génica encontrd el impulso que
necesitaba y que la retornaria a la practica clinica. Una de las grandes mejoras que trajo
el sistema de edicion fue la posibilidad de corregir in sifu mutaciones genéticas, frente a
lo conseguido con las aproximaciones tradicionales, que introducian el gen terapéutico
en otros locus, con la problemdtica que esto entrafiaba. No obstante, otra de las
problematicas de la terapia génica ain no se encuentra del todo superada y es la de los
métodos de entrega de los componentes del sistema CRISPR/Cas9. Uno de los avances
conseguidos en este aspecto, fue el desarrollo de vectores virales mas seguros, algo que
se ha logrado, al menos parcialmente, con la introduccién de los virus adenoasociados,
que contintian siendo muy utilizados en terapia [225]. Ademads, otras modalidades de
entrega han sido descritas y métodos nuevos y mas eficientes continiian desarrollandose.
Los componentes CRISPR también pueden ser empaquetados en vectores no virales
(incluyendo el sgRNA y la secuencia codificante para la Cas9), pueden entregarse en
forma de ARN (sgRNA y el ARN mensajero para la Cas9) o pueden aportarse en forma
de ribonucleoproteina (la proteina Cas9 preensamblada a su sgRNA) [226] siendo muy
popular esta ultima version por su alta tasa de eficiencia [227]. Entre los métodos no
virales de entrega, aparece el uso de nanoparticulas, ya sean poliméricas o lipidicas, en
las que se encapsularan los componentes en alguna de las versiones anteriormente
mencionadas, o los péptidos penetrantes celulares, con un mecanismo de accidon similar
al de las nanoparticulas [228]. Asimismo, existen métodos fisicos, como la
microinyeccion, aunque su uso predominante es en la generacion de animales
modificados genéticamente, y la electroporacion/nucleofeccion [228]. Recientemente, la
nucleofeccion como método de entrega esta siendo ampliamente utilizada, especialmente
en aproximaciones ex vivo, aunque también puede ser utilizada in vivo para la edicion de
ciertos tejidos [229].

En la actualidad, existen diversos ensayos clinicos basados en el sistema
CRISPR/Cas9 y su nimero aumenta cada afio. Todos ellos se encuentran atin en fases
muy tempranas, por lo que, aun en el mejor de los casos, su implantacion en la rutina
clinica requerira de algunos afios mas. Los ensayos clinicos iniciados actualmente pueden

dividirse en siete areas de tratamiento diferentes: cancer, enfermedades oculares,
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diabetes, enfermedades infecciosas, enfermedades inflamatorias, VIH, trastornos del
plegamiento de proteinas y trastornos hematopoyéticos. La mayoria de ellos se basan en
aproximaciones in vivo, es decir, la edicion génica ocurre dentro del propio organismo
del paciente y en todos ellos el fundamento terapéutico es la eliminacion del gen alterado,
mediante sgRNAs que corten la secuencia codificante del mismo, evitando su expresion.
La primera terapia génica in vivo basada en CRISPR en llegar a la fase de ensayos clinicos
fue para la amaurosis congénita de Leber (LCA), una enfermedad ocular hereditaria que
causa ceguera infantil. Aprovechando la particular situacion del érgano, que se encuentra
aislado del resto del organismo, los componentes del sistema CRISPR fueron aportados,
utilizando virus adenoasociados (AAV), mediante inyeccion directa en el globo ocular
[230]. En el caso de la terapia contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), en
la que se dirigi6 al sistema CRISPR contra la secuencia del virus almacenada las células
huésped, también se aportaron los componentes del sistema mediante AAVs, pero en este
caso su inyeccion fue sistémica, via inyeccion intravenosa [231]. Enfoques similares se
han utilizado en los ensayos clinicos de la enfermedad inflamatoria angioedema
hereditario (HAE) [232] y en la amiloidosis hereditaria por transtiretina (hATTR) [233],
donde el tratamiento también fue via intravenosa, pero evitando los vectores virales, al
utilizar nanoparticulas lipidicas para encapsular los componentes CRISPR. Otro
novedoso empleo del sistema de edicion se esta poniendo en practica en el tratamiento de
enfermedades infecciosas del tracto urinario. Este, supone el primer ensayo clinico en el
que se usa el sistema CRISPR/Cas9 para tratar una enfermedad infecciosa y el primero
en el que se utiliza la nucleasa Cas3 [234], capaz de degradar por completo secuencias
largas de ADN. La estrategia se basa en la utilizacion de fagos, portadores del sistema
CRISPR/Cas3, disenados para dirigirse y destruir la secuencia gendmica de tres cepas de
E. coli, causantes de alrededor del 95% de las infecciones del tracto urinario [235]. Por
otra parte, este ultimo afio la empresa de CRISPR Therapeutics (fundada por Emanuelle
Charpentier) ha comenzado un novedoso ensayo clinico para el tratamiento de la diabetes
de tipo I. Su objetivo es el de diferenciar, a partir células humanas pluripotentes,
progenitores pancreaticos y modificarlos genéticamente mediante CRISPR para eliminar
genes que permitan evitar el rechazo por parte del sistema inmunitario, permitiendo el
posterior trasplante de dichas células [236]. Mencion aparte merece la terapia de células
T con receptores quiméricos de antigenos (CAR-T) para el tratamiento de diferentes tipos
de cancer. Brevemente, este tipo de terapias se basan en la recoleccion de linfocitos T

autdlogos del paciente, su edicion mediante CRISPR/Cas9 in vitro, afiadiéndoles un
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antigeno quimérico capaz de dirigirse hacia las células tumorales, y su reinfusion al
paciente por via intravenosa. Esta aproximacion es, sin duda, una de las de mayor
recorrido dentro de las terapias basadas en CRISPR y su aplicacion en el tratamiento de
neoplasias hematologicas fue aprobada para uso clinico en 2017 [237,238].

En los ultimos afos, la investigacion sobre tratamientos para los trastornos
sanguineos ha experimentado un gran impulso. Actualmente, existen dos ensayos clinicos
para el tratamiento de la anemia falciforme y la betatalasemia [239]. El enfoque adoptado
para tratar ambos trastornos se basa en una aproximacion ex vivo, pues la edicion celular
ocurre fuera del cuerpo y son las células ya editadas las que se trasplantan al paciente.
Asi, el primer paso para estos tratamientos es recolectar las CMH propias del paciente, a
continuacion, dichas células seran corregidas in vitro mediante el sistema CRISPR/Cas9.
A continuacién, mediante procesos ablativos, se eliminarian las CMH del paciente,
portadoras de la mutacion responsable de la enfermedad, para finalmente, trasplantar,
mediante administracion intravenosa, las CMH autélogas corregidas. Este tipo de
aproximacion es posible gracias a las propiedades uUnicas de autorrenovacion y
multipotencia de las CMH, capaces de generar todo el linaje hematopoyético, lo que las
convierte en objetivos ideales para la correccion genética de enfermedades hereditarias.
Asimismo, las terapias ex vivo, disfrutan de una serie de ventajas que incluyen una mayor
seguridad, ya que los componentes del sistema CRISPR solo entran en contacto con sus
células diana, y una mayor viabilidad técnica que mejoraria la eficiencia del proceso.
Ademas, cuando estas cé¢lulas tienen la capacidad de sobrevivir y expandirse en cultivo,
como es el caso de las CMH, puede llevarse a cabo un control de calidad de edicion
mucho mas estricto, que permitiria incluso aplicar de métodos de seleccion de las células
correctamente editadas. Todo ello explica el gran auge y desarrollo observado en las
nuevas técnicas de edicion gendmica para su aplicacion terapéutica en hematologia. Y,
aunque sera necesaria la realizacion de estudios para garantizar la eficacia y seguridad de
las técnicas, la terapia génica en enfermedades hematoldgicas parece tener un futuro

prometedor.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La leucemia mieloide cronica o LMC, representa cerca del 15% de las leucemias
en adultos, y mas del 90% de los pacientes que la padecen albergan el cromosoma
Filadelfia, que codifica para la oncoproteina BCR/ABL. La LMC fue la primera neoplasia
humana asociada con una anomalia cromosdmica concreta y constituye un modelo
ejemplar de céncer en el que todos los aspectos patoldgicos pueden ser atribuidos a un
unico oncogén. El papel central de BCR/ABL en el inicio y mantenimiento del fenotipo
leucémico sentd las bases para el desarrollo del tratamiento estandar actual para la
enfermedad: los inhibidores tirosina quinasa (TKIs).

La irrupcion de los TKIs en la rutina clinica de la LMC cambid profundamente el
panorama terapéutico de la enfermedad. Actualmente, la mayoria de los pacientes
responden de forma Optima al tratamiento y presentan una esperanza de vida similar a la
de personas sanas de su misma edad. Sin embargo, la necesidad de administracion
crdnica, los efectos secundarios derivados y la aparicion de resistencias a estos farmacos,
hacen que hasta un 33% de los pacientes finalmente requieran de otros tratamientos
alternativos.

En este escenario de busqueda de nuevas terapias, la terapia génica en
enfermedades hematopoyéticas ha experimentado en los ultimos afios un avance sin
precedentes en términos de seguridad y eficacia. La enorme revolucion impulsada por
sistema de edicion CRISPR/Cas9, que hizo verdaderamente factible editar cualquier
secuencia gendmica, unida a la viabilidad de la terapia celular ex vivo basada en las células
madre hematopoyéticas (CMH), han posibilitado el desarrollo de estrategias de terapia
génica para el tratamiento de la LMC. De esta forma, seria posible llevar a cabo una
aproximacion que permitiera la recoleccion de las células madre leucémicas (CML) de
un paciente de LMC, portadoras del oncogén BCR/ABL, editar dichas células in vitro
mediante el sistema CRISPR/Cas9, eliminando la expresion del oncogén y, finalmente,
reinfundir dichas células corregidas al paciente, mediante autotrasplante, evitando

ademas la posibilidad de rechazo del injerto.
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Por todo ello, nos planteamos como hipotesis que el sistema de edicion

CRISPR/Cas?9 dirigido hacia el oncogén BCR/ABL es capaz de eliminar su expresion

en las células madre leucémicas, constituyendo una nueva estrategia terapéutica

efectiva para el tratamiento de la leucemia mieloide cronica. A fin de comprobarla, en

el presente trabajo, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

42

Evaluar la eficiencia, in vitro e in vivo, de diferentes aproximaciones del
sistema CRISPR/Cas9 con el fin de seleccionar la estrategia mas adecuada
para la generacion de mutaciones que produzca alelos nulos en el oncogén

BCR/ABL.

Evaluar la capacidad del sistema CRISPR/Cas9 seleccionado para eliminar la
expresion de BCR/ABL en células madre leucémicas murinas, y estudiar su
capacidad para reestablecer la hematopoyesis fisioldgica en un modelo murino

de trasplante ortotdpico de leucemia mieloide cronica.

Analizar la capacidad terapéutica de la eliminacion, mediante CRISPR/Cas9,
de la expresion de BCR/ABL en células madre leucémicas de pacientes de
leucemia mieloide crénica, asi como la hematopoyesis derivada de ellas en

modelos murinos xenoinjerto ortotopicos.

Disefiar un sistema CRISPR/Cas9 alternativo que permita la introduccion de
un reportero en aquellas células en las que la expresion de BCR/ABL ha sido
eliminada, proporcionando asi un método para su seleccion y su posterior

trasplante.



MATERIAL Y METODOS

43



Material y Métodos

44



Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES Y PACIENTES.

1.1 Lineas celulares y condiciones de cultivo.

La linea celular murina Boff-p210 deriva de la linea celular hematopoyética pro-
B Baf/3, dependiente de interleucina 3 (IL-3). Ha sido generada mediante transfeccion
del ADNc del oncogén de fusion BCR/ABLp210 humano, lo que le confiere una capacidad
de crecimiento y supervivencia de forma independiente de IL-3 [240,241]; ambas lineas
fueron una donacion de Guerrero C. Las células Boff-p210 fueron mantenidas en medio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Ref. 21969-035 Thermo Fisher
Scientific, CA, EE. UU.), suplementado con un 10% de suero fetal bobino (FBS; Ref.
10270-106 Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.) y un 1% de penicilina/estreptomicina
(Ref. 15140-122, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.). Las células parentales Baf/3,
dependientes de IL-3 se cultivaron en el mismo medio suplementado con un 20% de
medio condicionado, obtenido a partir de la linea celular WEHI-3, como fuente de IL-3.
Por su parte, la linea celular murina WEHI-3 fue mantenida en medio Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM; Ref. 12440053, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.),
suplementado con un 10% de FBS y un 1% de penicilina/estreptomicina.

La linea celular humana K562, proveniente de un paciente con leucemia mieloide
cronica (LMC), y portadora de la translocacion cromosodmica t(9:22), y por tanto
BCR/ABL positiva, fue adquirida de la coleccion DMSZ (DeuthchenSammlung von
Mikroorganismen and Zellkulturen). Las células K562 fueron mantenidas en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Ref. 21875-034, Thermo Fisher Scientific,
CA, EE. UU.), suplementadas con un 10% de suero fetal bobino (FBS) y un 1% de
penicilina/estreptomicina.

Todos los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmdsfera con 5% de CO2. La
presencia de micoplasma se analizd frecuentemente en todas las lineas celulares mediante
el kit MycoAlert® (Ref. LT07-118, Lonza, Suiza), utilizando unicamente células libres de

micoplasma en todos los experimentos realizados.
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Aislamiento y cultivo de células madre hematopoyéticas murinas.

Las células madre hematopoyéticas murinas se aislaron a partir de muestras de
médula dsea de raton, mediante el lavado de fémures y tibias con una jeringa conteniendo
2 ml de FBS al 10% en PBS. A continuacion, las muestras fueron lisadas mediante
incubacion a 4°C durante 20 minutos con un buffer de lisis de eritrocitos (0,15g/L EDTA,
1g/L KHCOs y 8,3g/L NH4Cl). Posteriormente, la fraccion celular Lin™ fue aislada
mediante separacion magnética (AutoMACs®, Milenity Biotech, Alemania), empleando
el kit Direct Lineage Cell Depletion Kit (Ref. 130-090-858, Milenity Biotech, Alemania).
Tras su aislamiento, las células fueron mantenidas en cultivo con medio IMDM (Ref.
Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.), suplementado con un 2% de FBS y, al menos
durante 24 horas, en presencia de citoquinas: interleucina-3 (mIL-3; 10 pg/mL; Ref. 213-
13), interleucina-6 (mIL-6; 10 pg/mL; Ref. 216-16), trombopoyetina (mTPO; 50 pg/mL;
Ref. 315-14) y factor de crecimiento de células madre (mSCF; 50 pg/mL; Ref. 250-03)
(Preprotech EC Ltd., Reino Unido).

Aislamiento y cultivo de células madre hematopoyéticas humanas.

Las células madre hematopoyéticas humanas (fraccion CD34") fueron aisladas a
partir de muestras de médula 6sea de pacientes de LMC al diagnéstico, o bien de
individuos sanos. Las muestras se obtuvieron a través del Servicio de Hematologia del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca, tras obtener el consentimiento informado
de los donantes. Las muestras se lisaron mediante incubacion a 4°C durante 10 minutos
con un buffer de lisis de eritrocitos (0,15g/L EDTA, 1g/L KHCOsy 8,3g/L NH4Cl). A
continuacion, la fraccion celular CD34" fue aislada mediante separacion magnética
(AutoMACs®, Milenity Biotech, Alemania), empleando el kit CD34 Microbead Kit
UltraPure (Ref. 130-100-453, Milenity Biotech, Alemania). Una vez aisladas, las células
fueron cultivadas en medio IMDM (Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.),
suplementado con un 2% de FBS y, al menos durante 24 horas, en presencia de citoquinas:
interleucina-3 (hIL-3; 10 pg/mL; Ref. 200-03), interleucina-6 (hIL-6; 10 pg/mL; Ref.
200-06), trombopoyetina (hTPO; 50 pg/mL; Ref. 300-18), factor de crecimiento de
células madre (hSCF; 50 pg/mL; Ref. 300-07) y ligando de la tirosina quinasa 3 (hFIt3-
L; 10 pg/mL; Ref. 300-19) (Preprotech EC Ltd., Reino Unido).
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Andlisis de la apoptosis y ciclo celular.

La apoptosis celular se cuantifico mediante citometria de flujo con el kit de
deteccion de apoptosis de anexina V-Dy634 (ANXVVKDY, Inmunostep, Espafia),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se recogieron 5x10° células, se
lavaron dos veces en PBS y se marcaron con anexina V-DY-634 y yoduro de propidio
(PI) como colorante no vital, a fin de permitir la discriminacion entre células vivas
(anexina V negativas, PI negativas), células apoptoticas tempranas (anexina V positivas,
PI negativas) y células necréticas o apoptoticas tardias (anexina V positivas, PI positivas).
Paralelamente, se analizo la distribucion de las células en las fases del ciclo celular
midiendo el contenido de ADN. Para ello, se recogieron 5x10° células, se lavaron dos
veces en PBS y se permeabilizaron con etanol al 70% durante 30 minutos a 4°C,
finalmente, las células fueron marcadas con PI (10 mg/ml; Ref. J66764.MC, Thermo
Fisher Scientific, CA, EE. UU.) y cuantificadas mediante citometria de flujo.

Ensayo de proliferacion celular.

Para los ensayos de proliferacion celular se sembraron 2x10* células en el caso de
las hCML electroporadas y 1,5x10% células en el caso de las K562 del conjunto de células
electroporadas o de la fraccion celular Venus”, en placas de 48 pocillos. Las células se
recogieron a las 48, 72 y 96 horas y el nimero de células vivas se cuantifico mediante

citometria de flujo.

Ensayo de formacion de colonias.

Para el ensayo de formacion de colonias, 1x103 células CD34", electroporadas con
Cas9 (control) y editadas para BCR/ABL fueron lavadas en PBS y resuspendidas en 100
pL de medio IMDM (Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.). A continuacion, los 100
pL se afiadieron sobre 1 mL de metilcelulosa, previamente calentada a 37° (STEMCELL
Technologies MethoCult™ GF, Ref. H84434, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.).
La mezcla fue sembrada en placas de 35 mm, mediante una jeringa de 2 mL y las placas
se incubaron a 37°C, en una atmosfera del 100% de humedad y un 5% de CO». Tras 12

dias, las colonias mieloides y eritroides generadas fueron contadas bajo la lupa.
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Separacion celular activada por fluorescencia (FACS) y citometria de flujo.

48 horas después de la electroporacion mediante plasmido con las sgRNAs IE, SD
o el sistema dual (sgRNA ABL-TKs), las células K562 y Baf/3, positivas para GFP,
fueron seleccionadas mediante separacion de células activada por fluorescencia (FACS),
utilizando FACS Aria (BD Biosciences, CA, EE. UU.), estableciendo los grupos de
células K562 y Bat/3 editadas.

Para el establecimiento de clones derivados de célula unica (single cell) de Boft-
p210, las células electroporadas mediante RNP, con el sistema CRISPR dual, compuesto
por dos crRNAs ABL-TKs y un tracRNA fluorescente marcado con ATTO® 550 (Ref.
1075928, Integrated DNA Technology, Bélgica), se seleccionaron mediante separacion
de células activada por fluorescencia (FACS), utilizando el citometro FACSAria (BD
Biosciences, CA, EE. UU.), 48 horas después de la electroporacion. Se sembraron células
individuales en una placa de 96 pocillos para establecer los clones SC-4ABL-TKs y SC-

Cas9, utilizandose este ultimo como control.

La separacion de las células K562 Venus®, electroporadas con el sistema CRISPR-
Trap, se llevdo a cabo 24 horas tras la electroporacion, utilizando FACSAria (BD

Biosciences, CA, EE. UU.).

Para el andlisis de la apoptosis, el ciclo celular y el contaje de células vivas, se
empled el citometro de flujo FACScalibur (BD Biosciences, CA, EE. UU.). Todos los
datos de citometria de flujo se analizaron utilizando el software FlowJo (vX.0.7. TreeStar,

OR, EE. UU.).

2. ELECTROPORACION Y MICROINYECCION.

2.1 Electroporacion de plasmidos.

Disefio del sistema CRISPR/Cas9 y clonaje de las sgRNASs.

El plasmido pX458 (plasmido Adgene #48138) [242], que contiene la secuencia

codificante de la nucleasa Cas9, la secuencia codificante de la GFP y un sitio de clonacién
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para las sgRNAs, fue digerido con la enzima Bpil (New England Biolabs, MA, EE.UU.).
Las sgRNAs se clonaron bajo el control del promotor U6, quedando fusionadas a la
secuencia del ARN scaffold, incluida en el vector, conformando asi una sgRNA
funcional. Para clonar las sgRNAs en el vector se disenaron dos oligonucledtidos
complementarios para cada sgRNA que incluian dos secuencias sobresalientes de 4 pb

(Tabla 1). Las secuencias de las sgRNAs se disefiaron con la herramienta web

BreakingCas, del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB)-CSIC
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/).
Tabla 1. Oligonucleotidos disefiados para cada sgRNA.

Nombre Directo Reverso

IE-mTyrsgRNA CACCGAATAGGACCTGCCAGTGCTC AAACGAGCACTGGCAGGTCCTATTC

SD-mTyrsgRNA
IE-hTYRsgRNA
SD-hTYRsgRNA
IE-hABLsgRNA
SD-hABLsgRNA
hABL-sgRNA-TK1
hABL-sgRNA-TK2

CACCGTATAGTGCATCTTACCTGCC
CACCGGTGTCAATGGATGCACTGCT
CACCGATCATTCTTCTCCTCTTGGC
CACCCTCGTCAGCCATGGAGTACC
CACCGCCGTGAAGACCTTGAAGGT
CACCGATCACTGAGTTCATGACCTA
CACCGCTCGTCAGCCATGGAGTACC

AAACGGCAGGTAAGATGCACTATAC
AAACAGCAGTGCATCCATTGACACC
AAACGCCAAGAGGAGAAGAATGATC
AAACGGTACTCCATGGCTGACGAG
AAACACCTTCAAGGTCTTCACGGCC
AAACTAGGTCATGAACTCAGTGAT
AAACGGTACTCCATGGCTGACGAG

Se disefiaron dos sgRNAs para el locus 7yr de raton. Una de ellas, IE-m7yr-
sgRNA, se dirige a la secuencia codificante del exon 1 del locus Tyr, y la otra, SD-m7yr-
sgRNA, se dirige a la union entre el exon 1 y el intron1-2 del gen. Asi mismo, se disefiaron
otras dos sgRNAs para apuntar a las secuencias homologas del gen 7YR humano (IE-
h7TYR-sgRNA y SD-hTYR-sgRNA). De forma similar, se disefiaron dos sgRNA contra el
dominio TK del locus ABL humano: IE-h4ABL-sgRNA, que se dirige a la secuencia
codificante del exén 6, y SD-hABL-sgRNA, que se dirige a la secuencia donante del
splicing en 5° del exén 4. De igual forma, se disefiaron las sSgRNAs #4BL-sgRNA-TK1 y
hABL-sgRNA-TK2, componentes del sistema CRISPR dual dirigido hacia el ex6n 6 del

gen ABL humano, capaces de inducir una delecion especifica de 101 pb.

Los dos oligonucledtidos complementarios, utilizados para conformar cada
sgRNA (Tabla 1), se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos y se enfriaron
gradualmente mediante una rampa de temperatura de 5°C/min hasta alcanzar los 25°C

para permitir su hibridacion. A continuacion, fueron fosforilados mediante la enzima T4
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polinucleétido quinasa (New England Biolabs, MA, EE. UU.) en los extremos 3’ vy,
finalmente, fueron insertados en el sitio de clonacion Bpil del plasmido Px458 linealizado
mediante una reaccion de ligacion (T4 Ligasa; New England Biolabs, MA, EE. UU.). Se
usaron 2 pL de la reaccion de ligacion para transformar bacterias competentes E.coli
DH5a., que fueron sembradas a fin de obtener colonias aisladas de las que se extraera el
plasmido usando el kit EndoFree® Plasmid Maxi (Ref. 12362, Qiagen, Hilden, Alemania).
Finalmente, la correcta insercion de las sgRNAs se comprobd mediante secuenciacion

por Sanger utilizando el oligonucledtido U6 (5’-GTGAGGGCCTATTTCCCATGA-3’).

Electroporacién mediante Amaxa Nucleofector”.

Las células murinas Baf/3 y las células humanas K562 fueron electroporadas con
el plasmido Px458, conteniendo las sgRNAs, IE o SD, contra los loci 7YR (murino y
humano) y ABL humano, utilizando el Amaxa Nucleofector II® (Lonza, Basilea, Suiza).
Se electroporaron 2x10° células Baf/3 con 15 pg de plasmido en 100 pL de tampdn de
electroporacion (KCl mM, MgCI2 15 mM, Na,HPO4/NaH,POs 120 mM pH 7.2,
succinato de sodio 25 mM, manitol 25 mM), usando el programa X00. Para las células
K562, se electroporaron 1x10° células con 10 ug de plasmido, en 100 pL de buffer de

electroporacion, usando el programa TO16.

2.2 Electroporacion de ribonucleoproteinas.

Disefio del sistema CRISPR/Cas9.

En la mayoria de los pacientes con LMC, la region de fusion de BCR/ABL
comprende la region de punto de ruptura mayoritaria de BCR (M-bcr), entre los exones
13 y 14 del gen, y la region en 5°, anterior al exoén 2 de ABL. Sin embargo, los puntos de
corte genoémicos, especificos de ambos genes involucran regiones de 3 kb para BCR y de
200 kb para ABL, haciendo que la secuencia de fusién de cada paciente sea virtualmente

Unica.

En el caso de la electroporacion del sistema CRISPR/Cas9 en forma de

ribonucleoproteina, las sgRNA empleadas se aportaron en forma de heteroduplex de
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ARN, conformado por el crRNA disefiado, conteniendo la secuencia diana y el tracRNA,
de secuencia comun, capaz de unirse a la nucleasa Cas9. Para el sistema CRISPR/Cas9
dual, se disenaron dos crRNAs (h4BL-sgRNA-TK1y hABL-sgRNA-TK?2) dirigidas hacia
el dominio TK de ABL (Tabla 2). Ambas sgRNAs se disefaron a fin de inducir una
pequenia delecion, de 101 pb, en el exon 6 de ABL, destruyendo el dominio TK del gen'y
desencadenando una mutacion de cambio de marco aguas abajo. Para editar
especificamente el oncogén de fusion BCR/ABL, en la aproximacion CRISPR-Trap, se
secuencio la region de fusion genomica de las células K562 y se disefio un crRNA
especifico (sgRNA-BCR/ABL, Tabla 2), dirigida a la secuencia de unioén entre BCR y
ABL. Las secuencias de las sgRNAs ABL-TK1, ABL-TK2 y BCR/ABL se disefiaron con
la herramienta web BreakingCas, del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB)-CSIC
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/), y fueron adquiridas en forma ARN
(Integrated DNA technologies, IA, EE. UU.).

Tabla 2. sgRNAs disefiadas.

Nombre Secuencia
hABL-sgRNA-TK1 ATCACTGAGTTCATGACCTA
hABL-sgRNA-TK2 CTCGTCAGCCATGGAGTACC
hBCR/ABL-sgRNA TGATAAAACCCACTCCACAG

Clonaje del vector CRISPR-Trap y obtencion del ADN donador.

Los vectores CRISPR-Trap pTC201B HA BCR/ABL SA-T2A-Venus y pTC201B
HA BCR/ABL SA-T2A-CMV-Venus se generaron a partir del vector pTC201B, cedido
por Tian Chi [243](Plasmido Addgene n® 52193; http://n2t.net/addgene:52193), que

contiene el casete Neo-IRES-GFP, precedido por una secuencia aceptora del splicing
(SA). Los brazos de homologia 5’ y 3° de la secuencia de fusion BCR/ABL se obtuvieron
mediante PCR a partir del ADN genomico de células K562 y posteriormente se insertaron
flanqueando el casete del vector a través de los sitios de restriccion Clal y Xhol,
respectivamente. El casete reportero inicial Neo-IRES-GFP se elimin6 usando los sitios
de restriccion Notl y Sall, y se reemplaz6 por las construcciones CMV-Venus o T2A-
Venus, obtenidas mediante PCR a partir del plasmido pShuttle, cedido por Zheng-Xu
Wang (Plasmido de addgene #62621; http://n2t.net/addgene:62621).
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La molécula de ADN donador de doble cadena (donor), que contiene el casete de
interferencia SA-T2A-Venus o SA-CMV-Venus, flanqueado por los brazos de homologia
BCR/ABL, de 491 y 327 pb, respectivamente, se obtuvo mediante amplificacion por PCR
de los vectores CRISPR-Trap, utilizando los oligonucleétidos Donor F y R (Tabla 3). El
producto de PCR fue purificado utilizando un kit de purificacion (NZYTech, Lisboa,
Portugal), se fosforilé mediante la polinucledtido quinasa T4 (NEB), se volvi6 a purificar

y finalmente, se eluy6 en dH>O hasta una concentracion final de 200 ng/uL.

Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para la generacion del ADN donador de Trampa Génica

Nombre Secuencia
Donor F ACCCACATCCCACATCACCC
Donor R CATGGTCTCCACTATCAAGGG

Formacion del ribonucleocomplejo y electroporacion mediante Neon Transfection

System”.

Las sgRNAs fueron preparadas mezclando en cantidades equimolares el crRNA,
conteniendo la secuencia diana (Integrated DNA Technologies, Lovania, Bélgica), con el
tracRNA (Integrated DNA Technologies, Lovania, Bélgica) hasta una concentracion final
de 44 uM. Ambos RNAs fueron hibridados, formando un diplex, mediante calentamiento
a 95°C durante 5 minutos, seguido de un descenso progresivo de la temperatura, hasta
25°C. El complejo ribonucleoproteico se obtuvo incubando 22 pmol del duplex anterior
con 18 pmol de proteina Cas9 (Alt-R® S.p. Cas9 Nuclease V3; Ref. 1081059, Integrated
DNA Technologies, Lovania, Bélgica). Para cada electroporacion, se emple6 1uL de
ribonucleoproteina, 2 pL de enhancer de electroporacion (200uM) (Alt-R® Cas9
Electroporation Enhancer; Ref. 1075916, Integrated DNA Technologies, Lovania,
Bélgica) y 7 uL de la suspension celular. Asimismo, para los experimentos llevados a
cabo con el sistema CRISPR-Trap, se anadi6 a la mezcla de electroporacion 1 pL del

ADN donador (200 ng/uL).

Las células fueron electroporadas utilizando el Neon Transfection System®
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.), empleando el kit de 10 0 100 uL y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los parametros de electroporacion y el numero

de células empleadas para cada tipo celular se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Pardmetros de electroporacién con Neon Transfection System®.

Células Voltaje (v) Amplitud (ms) Numero de pulsos Nuamero de
células/10uL
Baf/3 1700 2 1 3x10°
Boff-p210 1700 2 1 3x10°
K562 1450 10 3 2x10°
mLin~ 1700 2 1 3x10°
hCD34* 1600 10 3 2x10°

2.3 Edicion gendmica de embriones murinos.

Transcripcion in vitro de los componentes CRISPR/Cas9.

Las secuencias de las sgRNAs se amplificaron mediante PCR, usando como
molde el vector pX458 en el que fueron previamente clonadas y unos oligonucledtidos
conteniendo el promotor de la ARN polimerasa T7 en el extremo 5’ (Tabla 5). Los
productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa, se
purificaron usando un kit de purificacion (NZYTech, Lisboa, Portugal) y se utilizaron
como molde para la transcripcion in vitro con la ARN polimerasa T7. Para ello, se empled
el kit MEGAshortscript® (Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.), incubando la reaccion
de transcripcion a 37°C durante toda la noche, tras lo cual, se anadio 1 uL de DNasa y se
incub6 durante 15 minutos a 37°C. Los transcritos se purificaron mediante RNEasy® Mini
kit (Qiagen, Hilden, Alemania), eluyéndose en tampon de microinyeccion de embriones

(EmbrioMax®) libre de RNAsas (Milipore, MA, EE. UU.).

De forma similar, la secuencia codificante para la nucleasa Cas9 fue previamente
amplificada por PCR, usando oligonucledtidos que contenian el promotor de la ARN
polimerasa T7 en el extremo 5’ (Tabla 5). Los productos de PCR purificados se usaron
como molde para la transcripcion in vitro del ARNm de la Cas9, al que se anadié un CAP
en el extremo 5° (MMESSAGE mMACHINE® T7 Transcription Kit, Thermo Fisher
Scientific, CA, EE. UU.) y la cola de polyA en el extremo 3’ (Poly(A) Tailing Kit,
Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.). Finalmente, los transcritos se purificaron
mediante el RNEasy® Mini Kit, eluyéndose en tampon de microinyeccion de embriones

(EmbrioMax®) libre de RNasas.
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Tabla 5. Oligonucleotidos utilizados para la transcripcion in vitro de las sgRNAs y el ARNm de
Cas9.

Nombre Secuencia

T7 IE-mTyrsgRNA F TAATACGACTCACTATAGGAATAGGACCTGCCAGTGCTC

T7 SDE-mTyrsgRNA F TAATACGACTCACTATAGGTATAGTGCATCTTACCTGCC
gRNA R GCACCGACTCGGTGCCACT

T7-Cas9 F TAATACGACTCACTATAGGGATGGCCCCAAAGAAGAAGCGGA
Cas9R CTTTTTCTTTTTTGCCTGGCC

Los ARNSs transcritos, tanto de sgRNAs como del ARNm de Cas9, fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa y cuantificados mediante un Chip de
ARN Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent, CA, EE. UU.) y el NanoDrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific, CA, EE. UU.).

Microinyeccion de embriones murinos.

Los componentes del sistema CRISPR/Cas9 en forma de ARN (ARNm de Cas9
y sgRNA) fueron microinyectados en el pronucleo masculino de embriones en fase de
una célula, a las concentraciones de 20ng/pL de sgRNA y 20 ng/uL de ARNm de Cas9.
La solucion se centrifugd 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C y se transfirié a una aguja de
microinyeccion previamente preparada mediante un estirador de pipetas (Sutter
Instrument Company, CA, EE. UU.). Una vez preparada la estacion de microinyeccion,
los embriones se transfirieron a portaobjetos excavados con medio M2, donde fueron
microinyectados. Finalmente se incubaron nuevamente a 37°C en medio KSOM para
continuar su desarrollo, hasta dos células para su transferencia a hembras

pseudoprenadas, o hasta la fase de blastocisto para su analisis molecular.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

3.1 Extraccion de ADN y PCR.

Para la extraccion del ADN de embriones en estado de blastocito (3,5 dias post
coito o dpc), se llevd a cabo un protocolo adaptado a pequefias cantidades de ADN.

Brevemente, los embriones fueron lavados tres veces en medio M2, tras lo cual, cada
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embrion fue incubado en 10 pL de tampodn de lisis (KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH
8,5, Triton X-100 0,1%, Proteinasa K 4 mg/mL) a 55°C durante una hora y, finalmente,
se calentaron a 95 °C durante 5 minutos. 2 pL de la solucién se utilizaron como molde
para llevar a cabo dos reacciones de PCR consecutivas (nested PCR) de 30 y 20 ciclos,

respectivamente (Tabla 6).

El genotipado de las camadas se llevo a cabo mediante la extraccion de ADN
genodmico de biopsias de la cola. En primer lugar, se digirieron las biopsias de cola con
una solucion de lisis (sacarosa 0,25 M, Tris 0,05 M pH 7,5, KCI1 0,025 M, MgCl, 0,005
M, SDS 1%, EDTA 0,02 M, proteinasa K 10 mg/mL) a 55°C durante toda la noche. Al
dia siguiente, se llevo a cabo la extraccion del ADN por el método del fenol-cloroformo.
Se agregaron 450 pL de fenol-cloroformo a 500 pL de la solucion de digestion, se
centrifugd 10 minutos a 12.000 rpm, transfiriendo la fase superior a un nuevo tubo con 1
mL de etanol al 100% y se centrifugd nuevamente. El ADN gendmico precipitado se lavo
con 500 pL de etanol al 70%, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendid en
50 pL de dH2O. Finalmente, se utiliz6 1 uL. del ADN como molde para la amplificacion

mediante PCR, utilizando los oligonucle6tidos correspondientes (Tabla 6).

El ADN gendmico de las lineas celulares empleadas (Baf/3, Boff p210 y K562)
fue extraido mediante el kit NZY Tissue gDNA Isolation kit (Ref. MD0488, NZY Tech,
Lisboa, Portugal), siguiendo las instrucciones del fabricante. 1 pL del ADN genomico
extraido fue utilizado en las amplificaciones, mediante PCR, de las regiones gendmicas
de interés (Tabla 6). Todas las PCRs se realizaron utilizando la polimerasa Phusion®

High-Fidelity DNA Polimerase (Ref. F-530XL, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.).

3.2 Caracterizacion de la edicion genomica.

Evaluacion de la eficiencia de corte de las sgRNAs.

La region genomica de interés en la que se incluye el sitio de corte de las sgRNAs
empleadas fue amplificada mediante PCR. Tras su visualizacion en gel de agarosa, los
productos de PCR fueron purificados mediante un kit de purificacion NZY Gelpure (Ref.
MBO11, NZYTech, Lisboa, Portugal) y secuenciados mediante el método de Sanger,
utilizando los oligonucleodtidos directo (F) y reverso (R) (Tabla 6). La eficiencia de

edicion de las diferentes sgRNAs, asi como las posibles mutaciones inducidas, se
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analizaron gracias al algoritmo de prediccion Traking of Indels by Decomposition (TIDE)

(https://tide-calculator.nki.nl; Netherlands Cancer Institute).

Tabla 6. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de las secuencias gendmica diana.

Nombre Secuencia

IE-mTyr F GTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCC
IE-mTyr R AAACATGGGTGTTGACCCATTGT
SD-mTyr F ATATGGAGGGACATTGATTTTG
SD-mTyrR GGAGGTGCTAACAATACAGTG
hTYRF TGAGTGCCCCAGAGAAGGAC
hTYRR TGCAATGAGTGTTCAGGTGAGA
|IE-hABL F AGTCAGAATCCTTCAGAAGGCT
IE-hABL R CTGAATTTAGCCCTGGATGCAT
SD-hABL F GCTGTTCCCTGTTTCCTTCAG
SD-hABL R AATTCCGTGGCGCCAATGAAG
hABL-TKs F TCCATTATCCAGCCCCAAAGCG
hABL-TKs R GATGGGGAACTTGGCTCCAGC
mAbI-TK F AGTCAGAATCCTTCAGAAGGCT
mAbI-TK R CTGAATTTAGCCCTGGATGCAT
Out5 F ATCAAGGATCTCCGGGCAGC
Out3’R CCAAGGCAAATCTGGGAGTTG
In5F TCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCA
In3’R GGGTATTTCTGTTTGGGTATGG
Venus F TGGTCCTGCTGGAGTTCGTG
Venus R GGACACGCTGAACTTGTGGC

Caracterizacion de las variantes alélicas generadas mediante secuenciacion

masiva (Next Generation Sequencing, NGS).

A fin de identificar individualmente las diferentes secuencias editadas, se empled
la tecnologia de secuenciacion masiva o Next Generation Sequencing (NGS), utilizando
los mismos oligonucledtidos que en la secuenciacion mediante Sanger, con sus

respectivos adaptadores afiadidos.

Los amplicones purificados se mezclaron a partir de soluciones equimolares y se
diluyeron hasta una concentracion final de 0,2 ng/pL. La libreria indexada de extremos
pareados (paired-ends) se preparé mediante el kit de preparacion de muestras de ADN
Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Ilumina, CA, EE. UU.) y la secuenciacion se
llevé a cabo utilizando la plataforma Ilumina (NextSeq or MiSeq, 300 cycles). La

cobertura media (mediana) obtenida por base fue de 27.538 lecturas (rango 2.096-
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88.976). Las lecturas obtenidas fueron alineadas con el genoma de referencia del raton,
usando el software bwa-0.7.12. Para la visualizacion del alineamiento de las lecturas y la
confirmacion de las variantes obtenidas se utilizo el visor Integrative Genomics Viewer,

version 2.3.26 (IGV, Broad Institute, MA, EE. UU.).

Caracterizacion de las variantes alélicas generadas mediante subclonaje.

Los productos de PCR purificados se clonaron en el vector pBluescript,
empleando el sitio de corte EcoRV. La reaccion de ligacion se llevo a cabo con los
fragmentos de PCR fosforilados mediante la T4 polinucleétido quinasa (New England
Biolabs, MA, EE. UU.) y el plasmido digerido con EcoRV. 2 pL de la ligacion se usaron
para transformar bacterias competentes E.coli DH5a., que fueron sembradas en placas de
LB-agar-ampicilina (100ug/mL) con 5 pL de IPTG y 20 pL de X-Gal. Se tomaron
colonias aisladas blancas (con inserto) y se extrajo su ADN plasmidico mediante un kit
de miniprep (QIAprep® Spin Miniprep Kit, Qiagen, Hilden, Alemania). La correcta
insercion de los fragmentos se visualizd mediante digestion de 1 pL de plasmido
purificado con 0,5 pL de las enzimas EcoRI y HindIII durante una hora a 37°C. Las
muestras positivas que contenian inserto se secuenciaron mediante el método de Sanger,
utilizando el oligonucledtido M13 (5°- GTAAAACGACGGCCAG -3°), a fin de observar

cada una de las secuencias subclonadas de forma individual.

3.3 Extraccion de ARN, retrotranscripcion y qPCR.

La extraccion del ARN total de las células se realizo mediante el kit RNEasy®
Micro Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. 100 ng
de ARN total fueron usados para su retrotranscripcion in vitro, usando el kit SuperScript
III First-Strand Synthesis Super Mix® (Ref. 12574026, Thermo Fisher Scientific, CA, EE.
Uu.).

El ADNCc se utilizé como molde para amplificar por PCR las secuencias editadas.
El producto de amplificacion de estas RT-PCRs fue visualizado en electroforesis en gel
de agarosa, purificado y secuenciado mediante el método de Sanger. Asi mismo, el ADNc

fue utilizado para llevar a cabo diferentes gPCRs (Tabla 7), empleando Fast SYBR®
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Green Master Mix (Ref. 4385612) y el termociclador StepOne (Applied Biosystems, CA,
EE. UU.), a fin de cuantificar los niveles de expresion de los genes editados. La expresion
del ARNm de GAPDH fue utilizada como control interno (oligos GAPDH qPCR F y R,
tabla 7).

Tabla 7. Oligonucleotidos utilizados para la cuantificacion de la expresion génica mediante
qPCR.

Nombre Secuencia

BCR qPCRF TTTCTGAATGTCATCGTCC
ABL gPCR R TTGGGCTTCACACCATTCCCC
ABL Ex6 qPCR F AGTGCAACCGGCAGGAGGTGA
ABL Ex7 qPCRR CAGTTTCGGGCAGCAAGATC
ABL Ex7 qPCR F GTCCGACGTCTGGGCATTTG
ABL Ex8 qPCR R GCTCGCATGAGTTCATAGACC
CMV qPCRR GCGGGCCATTTACCGTAAG
GAPDH qPCR F TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH qPCR R CACCACCTTCTTGATGTCATCA

3.4 Western blot.

La expresion de la oncoproteina BCR/ABL se evalué mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western blot, utilizando un anticuerpo de cabra
anti-ABL humano (1:1000, Ref. K0217, Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.). Se
utilizé un anticuerpo anti-cabra, conjugado con peroxidasa de rdbano (1:10000; NA931V,
GE Healthcare, IL, EE. UU.) como anticuerpo secundario. Los anticuerpos se detectaron
mediante Western ECL® (RPN2209, GE Healthcare, IL, EE. UU.). Como control, la
expresion de f-actina se cuantifico utilizando un anticuerpo de ratdon anti-f-actina

(1:20000; Sigma Aldrich, EE. UU.).

3.5 Inmunofluorescencia.

Para el andlisis de inmunofluorescencia, las células se fijaron y permeabilizaron
en portaobjetos recubiertos con polilisina (Ref. 631-1349, VWR, PA, EE. UU.). Después
del bloqueo, los portaobjetos se incubaron con anticuerpos anti-ABL (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE. UU.) a una dilucion de 1:1000 durante 2 horas. El anticuerpo de

cabra anti-raton Cy5® (Jackson Inmunoresearch, PA, EE. UU.) se utilizo como anticuerpo
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secundario (1:1000; 1h). Los nucleos celulares se tineron con DAPI (4°,6’-diamidina-2-
fenilindol; Ref. D1306, Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.) diluido en PBS
(25mg/mL), durante 3 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Las células se
lavaron dos veces en PBS y los portaobjetos se montaron con el reactivo Vectashield®
(Ref. H-1000-10, Vector Laboraories, CA, EE. UU.). Las imagenes se adquirieron
utilizando un microscopio confocal Leica TCS SP5DMI-6000B (Leica Biosystems,

Alemania).

3.6 Secuenciacion del transcriptoma (RNAseq).

El RNAseq se realiz6 utilizando TruSeq Stranded mRNA (Ilumina, CA, EE. UU.).
En todas las muestras, el ARN se analiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante
para el protocolo “TruSeq Stranded mRNA Reference Guide-Ilumina”. Las bibliotecas
se secuenciaron en la plataforma NextSeq550 (Ilumina, CA, EE. UU.), con una longitud
de lectura de 2 x 75 nucledtidos. Brevemente, los archivos bcl se desmultiplexaron en
BaseSpace a fin de generar archivos fastq. El control de calidad de los datos sin procesar
se realizo con fastQc (v0.11.8), la contaminacion de globina se evalu6é con HTSeq Count,
la pantalla FastQ evalu6 la contaminacién por ARN ribosémico y otras posibles fuentes
de contaminacion (Mus musculus, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y
micoplasma). Se utilizo STAR (v020201) para la alineacion (genoma de referencia hgl19)
y Feature Counts (v1.4.6, University of Melbourne, Australia) para generar la matriz de
recuento de lecturas. DESeq2 se utiliz6 para el analisis diferencial de la expresion génica
y el mapa de calor (Heatmap) se realizd6 en R. Finalmente, se utilizo el andlisis de

enriquecimiento de GO (http://geneontology.org) para evaluar el conjunto de genes

diferencialmente expresados.

Tabla 8. Secuenciacion del transcriptoma (RNA-Seq). Top-50 genes diferencialmente
expresados en las hCML editadas para BCR/ABL.

ID gen log2(FC) StdErr P-value P-adj Cromosoma Nombre
1E:1§‘(300000170271. 182.262.586.087.336  0.167265029768949 1,20E-13 1,67E-10 chrb FAXDC2
EN58600000101162. 201.238.585.424.012  0.190656319028233 4,81E-12 3,36E-08 chr20 TUBB1
1E;‘JS7G00000240583' 207.633.385.800.393  0.214940831942659 4,46E-08 2,07E-04 chr7 AQP1
1E:ngG00000133742. 166.531.959.919.622  0.19573857855205 1,77E-03 6,18E+00  chr8 CA1
1E;1§‘(300000187017. 2.148.704.098.682 0.275407331649818 6,10E-01 1,70E+03  chr1 ESPN
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ENSG00000163431.
139
ENSG00000069812.
11_6

140.145.736.601.304 = 0.278742847787545 4,96E+06 1,21E-4 chr1 LMOD1

129.933.450.290.007  0.26298887953341 7,79E+07 1,87E-4 chr1 HES2

3.7 Analisis de los off-targets.

Los tres principales off-target predichos para cada sgRNA se analizaron mediante el
ensayo de escision de la nucleasa T7 (T7E1 o ensayo surveyor), siguiendo las
indicaciones del fabricante (Ref. 1075931, Integrated DNA Technologies, Belgica). Las
secuencias gendmicas diana se amplificaron por PCR. Para formar los complejos de
heteroduplex, los productos de PCR se desnaturalizaron a 95 °C durante 10 minutos, tras
lo cual, se realizaron dos rampas de descenso de temperatura (95-85°C, -2°C/seg y 85-
25°C, 0,3°C/seg). Finalmente, los heteroduiplex formados se incubaron 1 hora a 37°C con

la enzima T7E1 y se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 9. Oligonucleotidos utilizados para el analisis de los 3 principales eventos off-target

Nombre Diana Directo Reverso
IE-mTyr sgRNA Crebbp GATGCATGTGTGGAGGTCAGA AAGTGTGTATGTGTTCACATGTG
Pcsk9 GCAGTAGATTTGCAAAGCCCC CTCTAAAGTCCCAAGCATGTGG
Mgat5 TAAGCACTGGCTGTCTGAGAG GGAAATCACCCAGTGCTGACC
SD-mTyr sgRNA Urb5 AGAACCTTAGGGTGGATGGAG TGCAATTCAGTAAGTACCAATGTT
Akap7 TAGGCCACTTTTAATAAGTGTGC ACAGAGGGCCTATGCACAGG
Pygb AGGGTCACCATACCACATGAG TGGGCACTACTACCAAAGCAC
IE-hTYR sgRNA MIR2052 TCTTGAAGAGTTCAGCCAGTG GTTGTTTGTCCCAAATCACATAG
PTPN7 GAGATCGCACCATGGCATTCC TACCTGTGGGTGGGCTGGGA
NAV2 ATGTTTTAAGTACTGAGATTGCTG CCTTAATTCCCCTCGCCATGAA
SD-hTYR sgRNA CABYR CAGAATGCAGCTGAACCTATTG GGGGGGAGACCAACTTGGG
COL27A1 GAGCCTCCACTCCACTCCC ATGCAGCTCACCCTCCAGGA
CCNJ AGCCATCATATTGTCTTTACTCCT GAGATGGAGTCTTGCTCTGTC
IE-hABL sgRNA YWHAG CTCCATCTCGTCTCACTGTAAC CCCGGCCTCAAATTTCTTTTGG
SHANK2 GAGACATCTTGCCTGTTGCTG CCAGGTTTTTCAGAGCCCTAG
AGBL4 CATAACAGAACTCCGCAAAACC CTAGACACAGAGTCTTGCTCTG
SD-hABL sgRNA ANKH GGGGGGATGAAAGAAACAACTG GCCTCCCAAGTAGCTGGGAT
DAG1 CGTCAGTCTGCAGGGTCAGG CCAAACCCAAGGGAGACAAGG
OR2A3P CAGATGGCAATGGAGATAAAGG TAACTTTACTAGGAAACGTTCACAG
hABL-sgRNA-TK1 RUNX2 TCCCTCTTGTCAGCATGTAGG CCAATCCTACTGTGAAGTGAAG
ELL2 CTACAACTCTATAACATTACCGC AAGTTTAGAACTACATCCAAGCC
STRN CAAACCCTACAAAACCTAACCC TGGATGATGGGTTTCCCTACC
hABL-sgRNA-TK2 ACSF3 TGTCCCAGGAGATCTGCAGG GAAAAGATGTGCTTCTGGCCC
PSTPIP1 TCTCCCACATGGCACAGATGG CTTCCAGTCAGTACATGCACAC
LOC105376345 TCCTCTGCCTCCTGTTCAGG GAGTAAAATGGACAATCGC

61



Material y Métodos

4. MODELOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL.

4.1 Modelo murino de leucemia mieloide cronica.

Como modelo murino de leucemia mieloide crénica se empled el raton
transgénico C57BL/6 Tgp210, desarrollado por Honda y colaboradores [244], que
expresa el ADNc humano de BCR/ABL p210 bajo el control del promotor Tec murino. El
locus Tec codifica para una quinasa citoplasmatica que se expresa preferencialmente en
células precursoras hematopoyéticas. Utilizando este modelo transgénico, se obtuvieron
ratones fundadores que desarrollaban leucemia mieloide aguda (LMA), sin embargo, la
progenie transgénica exhibié un trastorno mieloproliferativo que mimetizaba la LMC

humana, tras un periodo de latencia de 4 a 8 meses.

4.2 Obtencion de embriones en fase de cigoto para microinyeccion.

Mediante la superovulacion de hembras B6/CBA de entre 4 y 6 semanas de edad,
se obtuvieron embriones en fase de una célula. Para ello, se administraron de forma
intraperitoneal 5 Ul de PMSG (Gonadotropina Sérica Equina, Foligon, MSD) y, 48 horas
después, 5 Ul de HCG (Gonadotropina coridonica humana, Sigma), tras lo cual, se
cruzaron con machos B6/CBA. Al dia siguiente, las hembras que presentaban tapon
vaginal fueron sacrificadas por dislocacion cervical. Los cuernos uterinos fueron aislados
y los embriones contenidos en el &mpula de los oviductos extraidos en medio de lavado
M2, donde se separaron del cimulo de células foliculares mediante tratamiento con
hialuronidasa. Finalmente, se transfirieron entre 25 y 30 embriones a medio KSOM
cubierto por aceite mineral (EmbrioMax® Ref. ES-005-C, Merck, Alemania) y se

incubaron a 37°C y 5% de COz hasta el momento de la microinyeccion.

4.3 Transferencia embrionaria.

24 horas después de la microinyeccion, se seleccionaron aquellos embriones que
progresaron a fase de dos células y se transfirieron a hembras pseudogestantes CD1, de

entre 8 y 10 semanas de edad. La obtencion de dichas hembras en estado de pseudo-
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prefiez se consiguié al cruzarlas con machos vasectomizados. Al dia siguiente, las

hembras que presentaron tapon vaginal fueron las elegidas para la transferencia de los

embriones al interior del oviducto a través del infundibulo.

4.4 Trasplante de células madre hematopoyéticas.

Después de 24 horas en cultivo enriquecido con citoquinas, 1,8x10° células Lin-

de ratones transgénicos C57BL/6 Tgp210 o células CD34" humanas de pacientes con

LMC fueron divididas en dos grupos para someterse a electroporacion, unicamente con

la nucleasa Cas9 (control) o bien con todos los componentes del sistema CRISPR/Cas9.

Como controles de la hematopoyesis murina patologica y fisiologica, se utilizaron ratones

transgénicos Tgp210 y ratones WT C57BL/6, respectivamente.

Tabla 10. Analisis mediante FACs de las poblaciones hematopoyéticas de los ratones donantes

de CMH.

Ratones
Tgp210
(n=5)

Ratones WT
(n=5)

Donantes de
CMH
(n=6)

Donantes de
CMH
(n=3)

9974
10309
10819
10979
10978
18016
10315
10316
9632
9444
7802
9451
9977
9976
9450
9783
9784
10981
10817

NSG

1/2

3/4

5/6

7/8

9/10
11/12
Donor#1
Donor#2
Donor#3

%Gr1*

771
48.8
51.8
62.6
85.7
17.4
16

12.6
12.7
30.8
65.2
81.5
63.7
63.9
64.8
77.3
35.4
52.3
68.8

%B220*

10.6
8
27.4
6.6
3.17
37.6
33.8
33.8
63.8
63.4
11.5
3.1
1.9
5.9
6.6
10.6
38.5
12.4
3.2

Edad
(meses)
12

10
9

11
11
9

6

10
6

6

16
14
13
13
14
12
12
10
11

Género

2 I I I I T =T I rz = I =21 =2 =2=21T =2
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Por otro lado, en los trasplantes de médula 6sea (TMO) humano-raton, 9x103
células CD34" sin electroporar, de pacientes de LMC y de individuos sanos, fueron

trasplantadas a modo de controles.

Las células madre hematopoyéticas (CMH), electroporadas y no electroporadas,
fueron inyectadas en la vena lateral de la cola de ratones NSG (NOD scid gamma null,
cepa #005557, Charles River, Espana), de entre 4 y 5 semanas de edad, previamente
irradiados con una dosis subletal (2Gy, 4 horas antes de la inyeccion). Los ratones fueron
irradiados en el servicio de Isopos Radioactivos y Radioproteccion de NUCLEUS,
Universidad de Salamanca. El punto final del experimento fue establecido a los 120 para
los TMO raton-raton y 180 dias, para los TMO humano-ratén, momento en el que se

sacrificaron los animales por sobredosis de anestésico.

4.5 Ensayos de xenoinjerto.

Se utilizaron 10 ratones (5 ratones por grupo) NSG (NOD scid gamma null, cepa
#005557, Charles River, Espafia), de entre 4 y 5 semanas de edad. Los xenoinjertos
tumorales se indujeron mediante inyeccién subcutdnea de suspensiones celulares que
contenian 4x10° células en 0,1 mL de medio RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, CA,
EE. UU.) y 0,1 mL de Matrigel (Corning Matrigel Basement Membrane Matrix; Ref.
CLS354234, Merk, NY, EE. UU.) en el flanco del ratéon. Antes de la inyeccion, se
separaron, mediante citometria activada por fluorescencia, 4x10° células Venus*, a partir
de células electroporadas control (Cas9 + donor) y células electroporadas con el sistema
CRISPR-Trap completo (CRISPR/Cas9 + donor). Asi mismo, se separ6 el mismo numero
de células parentales K562 vivas, utilizadas a modo de control. Las células se contaron
utilizando una cédmara de Neubauer (VWR, PA, EE. UU.) y la viabilidad celular se
determiné mediante tincion con azul de tripano (Sigma, MO, EE. UU.). En el primer
grupo de ratones, se inyectaron cé¢lulas parentales K562 en el flanco izquierdo y células
Venus" de la condicion control (Cas9 + donor) en el flanco derecho; en el segundo grupo,
se inyectaron células parentales K562 en el flanco izquierdo y células seleccionadas por
el sistema CRISPR-Trap (condicion CRISPR/Cas9 + donor) en el flanco derecho. Los
tumores se midieron a los 9, 12, 15, 19, 22 y 23 dias tras la inyeccioén y su volumen se
calculd como se describe en trabajos previos [245], mediante la férmula a2bn/6 (donde a

y b son, respectivamente, los didmetros mas pequefio y grande). Los ratones fueron
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sacrificados mediante sobredosis de anestésico 23 dias después de la inyeccion de las

células, después de lo cual se recogieron y pesaron los tumores generados.

4.6 Procesamiento muestras

En las necropsias, tras un examen macroscopico general, externo e interno, de las
cavidades toracica y abdominal, se extrajeron el bazo y la médula 6sea de los animales.
Las muestras de médula 6sea fueron procesadas para su posterior analisis por citometria

de flujo y los bazos extraidos fueron pesados y medidos.

La extraccion de sangre periférica se llevo a cabo mediante puncion del seno
venoso submandibular. Para ello, se inmovilizé al animal estirando la piel del cuello para
practicar estasis venosa en la region cefalica durante un corto periodo de tiempo. A
continuacion, se punz6 con una aguja de 18 G el angulo caudal mandibular del animal y
la muestra de sangre fue recogida en tubos recubiertos con EDTA. Finalmente, se aplico
presion durante unos minutos con una gasa estéril en la zona de la puncion hasta la

recuperacion del animal.

Se realizaron frotis de sangre con las muestras de sangre periférica obtenida. Se
deposit6 una gota de sangre en el extremo de un portaobjetos y a continuacion, empleando
otro portaobjetos, se extendié la muestra sobre toda la superficie, obteniéndose una fina
y homogénea pelicula de sangre. Los frotis de sangre se fijaron con etanol y se tifieron
con hematoxilina-eosina, siguiendo los protocolos convencionales. La tincion de los frotis
y el posterior analisis de las preparaciones fueron llevadas a cabo en colaboracion con el
servicio de Patologia Molecular Comparada del Centro de Investigacion del Céancer

(Nucleus, Universidad de Salamanca).

4.7 Analisis de la hematopoyesis mediante citometria de flujo.

60 dias después del TMO raton-raton, se extrajo sangre periférica de los ratones
receptores, mediante puncion del seno venoso submandibular, a fin de monitorizar la
progresion de la enfermedad. 120 dias después del TMO, coincidiendo con el punto final
del experimento, los ratones receptores fueron anestesiados. Se extrajeron muestras de

sangre mediante puncion cardiaca, tras lo cual se complet6 la eutanasia y se extrajo el
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bazo. Las muestras de sangre fueron analizadas mediante citometria de flujo. Los
globulos rojos se lisaron mediante tampon de lisis de eritrocitos (0,15g/L EDTA, 1g/L
KHCOsy 8,3g/L NH4Cl) y las células restantes se lavaron dos veces en PBS. Las muestras
se tifieron con anticuerpos conjugados con fluor6foros anti-mCD45 (PerCP-CyS5, Ref.
103131) de Biolegend, CA, EE. UU., y con anti-mB220 (PE, Ref. 553090), anti-mIgM
(APC, Ref. 550676), anti-mCD4 (FITC, Ref. 103107), anti-mCD8 (APC, Ref. 552877),
anti-Grl (APC-Cy7, Ref. 557661), anti-Mac1 (FITC, Ref. 553310) anti-Scal (PE, Ref.
553336) y anti-ckit (PE-Cy7, Ref. 558163), todos de BD Biosciences, CA, EE. UU.

En los TMO humano-raton, se extrajeron muestras de sangre periférica de los
ratones receptores mediante puncion del seno venoso submandibular, a los 60 y 120 dias
tras el trasplante, a fin de monitorizar el injerto de células humanas y la progresion de la
enfermedad. 180 dias después del TMO, los ratones receptores fueron sacrificados y su
médula 6sea extraida mediante el lavado de las tibias y fémures. Las muestras fueron
lisadas con buffer de lisis de eritrocitos (0,15g/L EDTA, 1g/L KHCO3y 8,3g/L NH4Cl)
y lavadas dos veces en PBS. Las células obtenidas fueron tefiidas con anticuerpos
conjugados con fluordforos anti-hCD45 (FITC, Ref. 345808), anti-hCD34 (APC, Ref.
345804), anti-hCD14 (APC-H7, Ref. 641394), anti-hCD15 (FITC, Ref. 332778), todos
de BD Biosciences, CA, EE. UU., anti-mCD45 (PerCP-Cy5, Ref. 103131, Biolegend CA,
EE. UU.) y anti-hCD19 (PE-Cy7, Ref. 19PC3-100T, Inmunostep, Espafa). Las muestras
se analizaron en el citometro de flujo FACSAria (BD Biosciences CA, EE. UU.) y los

datos fueron analizados utilizando el software FlowJo (TreeStar, OR, EE. UU.).

4.8 Inmunohistoquimica

Los tejidos tumorales fueron fijados con formaldehido al 10% en PBS durante
toda la noche a temperatura ambiente, tras lo cual, fueron incluidos en parafina. Se
desparafinaron secciones de tejido de 2 um, se deshidrataron, se bloquearon con peréxido
de hidrogeno al 3% (Merck, Alemania), se sometieron a recuperacion de antigeno
inducida por calor y se incubaron con una dilucion 1:50 de anti-K167 de conejo (Roche,
Suiza) y un anticuerpo secundario Omnimap anti-conejo (Roche, Suiza). Las
preparaciones tefiidas se revelaron con diaminobencidina (DAB) y se contrastaron con

hematoxilina.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, CA, EE. UU.). Las diferencias entre grupos en los niveles de
expresion de anexina V se evaluaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. Las
diferencias entre grupos en los niveles de expresion de BCR/ABL y BCR/Venus, se
analizaron mediante T de Student (dos grupos) o ANOVA (tres o mas grupos) de dos
vias, con comparaciones post hoc de Tukey. Las diferencias entre los porcentajes de
poblaciones hematopoyéticas se evaluaron mediante ANOVA de dos vias. La relacion
estadistica entre los marcadores hCD14 y hCD117 se determindé mediante regresion
lineal. Las variables no paramétricas se analizaron mediante Kruskal-Wallis, seguido de
la prueba de comparaciones multiples de Dunn. El andlisis estadistico de los off-targets
se realizd6 mediante la prueba de chi-cuadrado. Los resultados experimentales se
representaron como media + SEM (error estandar de la media), excepto la cuantificacion
de los niveles de anexina V, en los que se representa media + SD (desviacion tipica de la
media). Se determinaron tres niveles de significancia estadistica, para valores de p < 0,05

(*), p < 0,01 (**) y p <0,001 (**%).

6. DECLARACION ETICA

Los estudios con muestras humanas y datos de pacientes siguieron la Ley de
Investigacion Biomédica Espanola 14/2007, RD 1716/2011, RD 1720/2007 y el
Reglamento Europeo 2016/679 (Reglamento General de Proteccion de Datos). El estudio
fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion en Medicamentos Humanos (CEIC)
del IBSAL, Salamanca, Espana (referencia P15505/2017). Los ensayos con animales
siguieron las directrices espanolas y europeas para la experimentacion con animales (RD
1201/05, RD 53/2013 y 86/609/CEE) y fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
Universidad de Salamanca y la Consejeria de Agricultura y Ganaderia de la Junta de

Castilla y Ledn (nimero de registro 359).
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RESULTADOS

1. EVALUACION DE LA EFICIENCIA, IN VITRO E IN VIVO, DE
DIFERENTES APROXIMACIONES DEL SISTEMA CRISPR/CAS9
PARA LA GENERACION EFICIENTE DE ALELOS NULOS EN EL
ONCOGEN BCR/ABL.

El sistema CRISPR/Cas9 ha sido ampliamente utilizado para la generacion de
alelos nulos o knock out (KO), tanto en estudios in vitro como in vivo, empleando la via
celular de reparacion NHEJ. La mayoria de estos ensayos tienen como secuencias diana
aquellas contenidas en los exones codificantes de los genes, que son cruciales para su
Optima expresion. La introduccion de pequenias inserciones y deleciones (INDELS) en la
secuencia codificante ocasiona, en la mayoria de los casos, mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura (mutaciones frameshift), que normalmente,
desencadenan la aparicion de codones de parada prematuros y ocasionan el
silenciamiento del gen. No obstante, debido a la aleatoriedad del tamafo de los INDELS
generados, esta estrategia no siempre permite la generacion de alelos nulos en un solo
paso. En un porcentaje significativo de los casos, la introducciéon de INDELS en el gen
diana lleva a un desfase en el marco de lectura que es multiplo de tres (mutaciones +3 o
-3). Cuando esto ocurre, el marco de lectura del gen es preservado, generando mutaciones
en fase (del inglés in frame) que producen proteinas parcial o totalmente funcionales,
dependiendo del residuo o residuos aminoacidicos afectados. Este fenémeno, que
disminuye en gran medida la efectividad de la técnica, resulta especialmente problematico
en estudios in vivo, donde no es posible la seleccion previa de las células correctamente
editadas. Concretamente, en los ensayos de terapia génica para la eliminacion de
oncogenes, como es el caso de BCR/ABL en LMC, la eleccion de guias CRISPR eficientes
en la generacion de alelos KO, es crucial para el éxito de la terapia.

Por todo ello, como paso previo a la aplicacion de nuestra estrategia terapéutica,
nos propusimos evaluar y seleccionar el mejor método, basado en CRISPR, de generacion
de alelos nulos, desarrollando, a tal efecto, dos sistemas alternativos.

En la primera de las estrategias, se desarroll6 un sistema CRISPR de guia Unica
que garantizara una alta eficiencia de generacion de alelos KO. Esta aproximacion resulta
especialmente interesante en el caso de las terapias génicas in vivo, donde cominmente

se emplean vectores virales, con limitada capacidad de empaquetamiento, y solo es
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posible la utilizacién de una guia. En este sentido, a fin de solventar los problemas
asociados a la utilizacion de guias dirigidas hacia secuencias codificante inmersas en los
exones, una de las alternativas consistiria en utilizar guias exoénicas localizadas en los
sitios de procesamiento intronico (splicing). De esta forma, sumada a la posibilidad de
generar una mutacion frameshift esta la de interferir la via candnica del splicing, esencial
para el correcto procesamiento y expresion del gen. Asi pues, se optd por explorar la
eficiencia de generacion de alelos nulos de guias CRISPR ftnicas, dirigidas hacia la
secuencia canonica del sitio donador del splicing (5> SD), comparandolas con sus
equivalentes, dirigidas hacia la secuencia interna exdnica.

En la segunda de las estrategias, enfocada a una utilizacion ex vivo y con otro tipo
de sistemas de entrega que permitan la utilizacion de mas de una guia, se analizé la
efectividad de silenciamiento génico de un sistema CRISPR dual. Diversos estudios
demuestran que el empleo de dos guias CRISPR, situadas lo suficientemente cerca entre
si, conduce preferencialmente a la eliminacion de la secuencia comprendida entre los
sitios de corte de ambas guias [246,247]. Esta aproximacion ofrece una serie de ventajas,
como son la predictibilidad de perdida de funcion del gen o la rdpida monitorizacion de
las células editadas mediante PCR. Considerando todos los beneficios derivados de este
tipo de estrategia, disefiamos un sistema CRISPR dual en el que se evaluara la eficiencia
de generacion de alelos KO, asi como la viabilidad de monitorizacion de dichos alelos.

En suma, el estudio de los diferentes abordajes para la generacion de alelos nulos
nos permitird comparar y, finalmente, seleccionar la mejor aproximacion que garantice

un 6ptimo silenciamiento para el oncogén BCR/ABL.

1.1 El sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra los sitios de procesamiento

intronico incrementa la eficiencia de generacion de alelos nulos in vitro.

A fin de comparar la eficiencia de generacion de alelos nulos entre guias CRISPR
unicas dirigidas hacia secuencias internas exonicas (IE) y sus equivalentes, dirigidas hacia
la secuencia donadora del splicing en el extremo 5 (SD), se disefiaron dos parejas de
sgRNAs (IE y SD) dirigidas contra el exon 1 del gen de la tirosinasa humano y murino
(Figura 13A y 13B, Tabla 1). El gen de la tirosinasa (7yr), codifica para la enzima
tirosinasa, encargada de la sintesis de melanina. Mutaciones KO, en homocigosis para el

gen Tyr dan lugar a ratones albinos [248]. Por esta razon, el locus 7yr es considerado un
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gen idoneo para monitorizar la eficiencia de edicion génica. En este contexto, el uso del
locus 7yr como gen diana para el sistema CRISPR/Cas9 nos permitird evaluar la
eficiencia las diferentes estrategias de edicion mediante visualizacion del color del pelaje
de los animales.

Se realizaron tres ensayos de electroporacion independientes con cada sgRNA en
la linea celular murina Baf/3 y en la linea celular humana K562. Tanto las guias IE-
sgRNA como las SD-sgRNA fueron clonadas en el vector de expresion de mamiferos
CRISPR-Cas9-GFP, que contiene la secuencia codificante para la Cas9, la secuencia
codificante para el reportero GFP (del inglés green fluorescent protein) y el sitio de

clonacion para las sgARNS.
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Figura 13. Disefio experimental de la edicién genémica de los loci 7yr y ABL mediante el sistema CRISPR/Cas9.
(A y B) Representacion esquematica de los loci 7yr de raton y humano. El disefio experimental CRISPR/Cas9 de las
dos sgRNAS se representa en la secuencia del exén 1. Las SD-sgRNAs se dirigen al sitio de empalme entre el exon 1
y el intrén 1-2. Las IE-sgRNAs se dirigen a una posicién central en la secuencia codificante del exén 1. (B)
Representacion esquematica del locus ABL humano y del disefio experimental CRISPR/Cas9 de las dos sgRNAs. Los
SD-sgRNAs coinciden con el sitio de empalme entre el exén 4 y el intrén 4-5, y los IE-sgRNAs se dirigen a una
secuencia codificante del exdn 6. Se representan las secuencias de cada SD-sgRNA (linea azul) y su punto de corte
esperado (punta de flecha azul) en la secuencia donante de empalme (caja roja de puntos). Ademas, se enumeran varios
candidatos a SDE-sgRNAs con sus respectivas puntuaciones (el recuadro rojo corresponde a las sgRNAs
seleccionadas).

Finalmente, el vector CRISPR-Cas9-GFP vacio fue utilizado como control. 24
horas después de la electroporacion, se observd fluorescencia GFP en todas las
condiciones, indicando la entrega efectiva de los componentes del sistema CRISPR
(Figura 14A). Las células GFP* fueron seleccionadas mediante citometria de flujo y
secuenciadas mediante el método de Sanger. La secuenciacion por Sanger de la region

genomica de interés revelo la existencia de INDELS en torno al punto de corte esperado
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para las guias, tanto en la condicion IE-sgRNA como en la SD-sgRNA, no siendo asi en
la condicion control (Figura 14B). El andlisis de las secuencias mediante el algoritmo de
prediccion Tracking of Indels by Decomposition (TIDE) mostr6 frecuencias de edicion
similares para ambas guias (IE-sgRNA y SD-sgRNA) en las lineas celulares Baf/3 y
K562. Asi mismo, el algoritmo predijo ediciones similares para ambas guias y ambas
lineas celulares, que correspondian a pequefias deleciones de entre 1 y 7 nucledtidos

(Figura 15).

A Linea celular murina Baf/3
Gontre1 o C ok lE-mTyrngNA ' | SD-mTyrsgRNA
Linea ceIuIar humana K562
SO JRNA IE-hABLsgRNA SD-hABLsgRNA
B Linea celular murina Baf/3 Linea celular humana K562
IE-mTyr SgRNA IE-hTYRsgRNA
\ . ’ ‘:j, | - e T T
f\"‘ "‘ Mt .J“_u_‘,! Jm" w‘-'}‘ Jl' \ I ﬂ | 'ﬂ | ‘| r \’ ““[\ h | ,‘H:u““ mUUI‘ W WJ'\ .emwm\mmmmlmmm\k sl
_SD-mTyr sgRNA e e SD-hTYRsgRNA P .
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Figura 14. Edicion in vitro mediada por CRISPR/Cas9 del locus 7yr en la linea celular de ratén Baf/3, y de los
loci TYR y ABL en la linea celular humana K562. (A) Microscopia de fluorescencia de las células electroporadas
con el vector px480 vacio (controles) y portadoras de cada una de las sgRNA. (B) Secuencias de las células editadas
por CRISPR/Cas9 mediante IE-sgRNAs (recuadro rojo) y SD-sgRNAs (recuadro azul). Las células editadas mostraron
una mezcla de secuencias alrededor del punto de corte esperado para cada sgRNA.
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Figura 15. Analisis de descomposicion TIDE de las secuencias editadas generadas en lineas celulares humanas y
de ratén. Prediccion del algoritmo de descomposicion TIDE de la eficiencia global de la edicion y de las variantes
alélicas mas comunes generadas para las [E-sgRNAs (paneles rojos) y para las SD-sgRNAs (paneles azules).

A fin de evitar la variabilidad en el proceso de entrega de los componentes
CRISPR entre los experimentos, en los posteriores analisis nos centramos en el analisis
de los alelos KO dentro del contexto de los alelos editados, obviando los alelos WT o
bien reparados. Con el objetivo de caracterizar en mayor profundidad las mutaciones
encontradas, estas se analizaron mediante secuenciacion masiva (del inglés Next
Generation Sequencing o NGS) (Figura 16). El anélisis in silico de las mutaciones alélicas
generadas por las IE-sgRNAs predijo un 77% de alelos KO en la linea celular murina
Baf/3 (Figura 16C) y un 70% en la linea celular humana K562 (Figura 16D), todos ellos

debidos a mutaciones de tipo frameshift que alteraban el marco de lectura del gen. Sin
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embargo, los porcentajes restantes correspondian a mutaciones debidas a inserciones o
deleciones de un numero de nucledtidos multiplo de tres, por lo que preservarian el marco
de lectura. Como resultado, este tipo de mutaciones eliminarian determinados
aminodcidos de la secuencia proteica, pero no darian lugar a un fenotipo KO. Por otra
parte, el andlisis de las modificaciones alélicas encontradas en el grupo de las SD-sgRNAs
(humana y murina) mostrd que en el 100% de los casos las mutaciones daban lugar a
alelos nulos, ya fuera por mutaciones en la secuencia canonica del splicing (mutaciones

sp donor site), mutaciones de tipo frameshift o ambas simultaneamente (Figura 16C y D).
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Linea celular murina Baf/3

IE-mTyr sgRNA Secuencia Mutacién Resultado  Traduccién proteica
WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC
InsC TTTATAATAGGACCTGCCAGTCGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift +1 bp Stop No
Del G TTTATAATAGGACCTGCCAGT--CTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -1 bp Stop No
DelC  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGC----AGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -2 bp Stop No
Del TC  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGC-—-AGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -2 bp Stop No

Del TGCTCA  TTTATAATAGGACCTGCCAG

Del ACCTGCCAGTGCTCAGG  TTTATAATAGG
Del GCCAGTGCTCAGGCAACT  TTTATAATAGGACCT--
Del TGCCAGT _ TTTATAATAGGACC-—-

Del AGTGC  TTTATAATAGGACCTGCC

—GGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp CS/—- Si
CAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -17 bp Stop No
CTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -18 bp QCSGNF/-- Si
GCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -7 bp Stop No
—-TCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -5 bp Stop No

SD-mTyr sgRNA Secuencia (Sitio de splicing ; ; Intrén Mutacion Resultado  Traduccién proteica
WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG
Ins A AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAA Frameshift +1 bp Stop No
Del G AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -1 bE No
Del TAA  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -3 bp No
Del TAAG  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -4 bp No
Del GT _ AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -2 bp No
Del GGTA  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCA-- Frameshift -1bp/ Sp donor site -4 bp Stop No
Del AGG _ AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGC—— Frameshift -2bp / Sp donor site -3 bp Stop No
Del AG  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGC-—— Frameshift -2bp / Sp dpnor site -2 bp Stop No
Del GTAAG  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -4 bp No
B
Linea celular humana K562
IE-hTYR sgRNA Sequencia Mutacién Resultado  Traduccién proteica
WT  ATGCATTATTATGTGTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTG
Inst ATGCATTATTATGTGTCAATGGATGCACTTGCTTGGGGGATCTGAAATCTG Frameshift Stop No
Del TGCAC  ATGCATTATTATGTGTCAATGGA---——------TGCTTGGGGGATCTGAAATCTG Frameshift Stop No
A-T_ ATGCATTATTATGTGTCAATGGATGCTCTGCTTGGGGGATCTGAAATCTG In frame Si
Del CA ATGCATTATTATGTGTCAATGGATG----CTGCTTGGGGGATCTGAAATCTG Frameshift Stop No
Del € ATGCATTATTATGTGTCAATGGATGCA--TGCTTGGGGGATCTGAAATCTG Frameshift Stop No
SD-hTYR sgRNA Secuencia (Sitio de splicing; ; Intrén) Mutacién Resultado  Traduccién proteica
WT _ AGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTGGCAG
InsT AGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTTGGCAG Frameshift +1 bp Stop No
Del G AGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTT--GCAG Frameshift -1 bp Stop No
Del CTTG  AGCCCAGCATCATTCTTCTCCT-—— GCAG Frameshift -4 bp Stop No
Del TGGCAGG ~ AGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCT - In frame -6 bp / Sp donor site -4 bp waQ/-- No
Del T AGCCCAGCATCATTCTTCTCCTC-TGGCAG Frameshift -1 bp Stop No
C D
Linea celular murina Baf/3 Linea celular humana K562
Tyr TYR

IE-mTyr sgRNA

IE-hTYRsgRNA

O
O
20000000 0000000000 O
0000000000 0000000000 0]
0000000000 0000000000 o
0000000000 0000000000 e
0000000000 0000000000 (3
0000000000 0000000000 ("]
0000000000 0000000000 ]
Total= 100 secuencias editadas Total= 100 secuencias editadas
Alelos funcionales 22.2 % ) Alelos funcionales 0.0 % Alelos funcionales 20.0 % _ Alelos funcionales 0.0 %
Q Alelos nulos 77.7 % QO Alelos nulos 100.0 % QO Alelos nulos 70.0 % Q Alelos nulos 100.0 %

Frameshift 11.1 % Frameshift 60.0 %
Il SP donor site 88.9 % Il SP donor site 40.0 %
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Figura 16. Analisis mediante secuenciacion masiva (NGS) del locus 7yr en células editadas de ratén y humanas.
(A) Edicion gendmica del locus murino 7yr utilizando sgRNAs contra una secuencia interna exénica (IE) o contra la
secuencia donadora del splicing en 5’ (SD). Analisis mediante NGS de las variantes alélicas generadas en células
murinas Baf/3. (B) Edicion gendmica del locus humano 7YR utilizando sgRNAs contra una secuencia interna exonica
(IE) o contra la secuencia donadora del splicing en 5° (SD). Analisis mediante NGS de las variantes alélicas generadas
en células humanas K562. (C y D) Representacion grafica de las mutaciones encontradas en células editadas por las
IE-sgRNA y las SD-sgRNA, y su efecto previsto. Los circulos negros y grises representan los alelos nulos y los alelos
funcionales, respectivamente, mientras que el fondo indica el tipo de mutacion (azul oscuro: sitio donante de empalme
en el marco y/o desplazamiento del marco; azul claro: desplazamiento del marco).
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1.2 El sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra los sitios de procesamiento

intronico incrementa la eficiencia de generacion de alelos nulos in vivo.

Con la intencién de validar los resultados in vitro, se llevaron a cabo analisis in
vivo mediante la microinyeccion de los componentes del sistema CRISPR/Cas9 en
embriones en estado de una célula. Los embriones microinyectados se dividieron en dos
grupos, uno de los cuales fue mantenido in vitro hasta la etapa de blastocisto, momento
en el que se analizd mediante secuenciacion masiva el conjunto de ediciones alélicas
generadas. Por ultimo y a modo de evaluacion funcional de las mutaciones generadas en
el gen de la tirosinasa, se estudiaron los fenotipos y genotipos de las camadas derivadas

del otro grupo de embriones microinyectados con cada una de las guias (Figura 17).

A
|E-mTyrsgRNA Secuencia Mutacién Resultado Traduccién proteica
Del (TGCTCAG) TTTATAATAGGACCTGCCAG----—---———-GCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -7 bp Stop No
Del (CAGTGC) TTTATAATAGGACCTGC. ---TCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp Qc/-- Si
Del (AGTGC) TTTATAATAGGACCTGCC. TCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -5 bp Stop No
Del (GCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGCGGAAAGTGT) TTTATAATAGGACCTGCCAGT: Fi hift -38 bp Stop No
Ins A TTTATAATAGGACCTGCCAGTGACTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift +1 bp Stop No
Del (GCCAGTGCT) TTTATAATAGGACCT -—--mememeeeeeeed CAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -9 bp cac/-- Si
Del (TCAGGC TTTATAATAGGACCTGCCAGTGC------——-—, AACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp SG/-- Si
SD-mTyrsgRNA Secuencia (Sitio de splicing; ; Intrén) Mutacién Resultado Traduccién proteica
WT AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG
Del CAGG AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGG—— In frame -3 bp/ Sp donor site -4 bp Q/— No
Del GGTAAGATGCA AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCA— Frameshift -1bp / Sp donor site -4 bp ___ Stop No
Del GCAGG AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTG o Frameshift -4 bp / Sp donor site -4bp Stop No
Ins GG AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCGGAG! Frameshift +2bp / Sp donor site +2 bp Stop No
Del CA AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGG——G Frameshift -2 bp / Sp donor site -2bp ___ Stop No
Del CTGGCAGG AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCremmmmmmmeaee Frameshift - 7 bp / Sp donor site -4bp _ Stop No
Del CAG AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGG: - In frame -3 bp/ SP donor site -3 bp Q/-- No
G-T + Del TAA AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAT! In frame / Sp donor site -3bp No
B
36.5% WT IE-mTyr sgRNA 79.2% WT SD-mTyr sgRNA
Il 63.5% Editadas Il 20.7% Editadas
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Alelos funcionales 42.8% Alelos funcionales 00.0%
O Alelos nulos 67.57% O Alelos nulos 100.0%

Frameshift 0.0 %
I SP site 100 %
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Figura 17. Analisis mediante secuenciacion masiva (NGS) de embriones de ratén editados con CRISPR/Cas9 en
el locus 7yr. (A) Edicién gendémica del locus 7yr en embriones murinos, utilizando sgRNAs contra una secuencia
interna exonica (IE) o contra la secuencia donadora del splicing en 5° (SD). Anélisis mediante NGS de las variantes
alélicas generadas en blastocistos murinos microinyectados. (B) Analisis grafico de NGS de la edicion mediada por
CRISPR/Cas9 del locus Tyr en blastocistos de raton. El genotipado de los embriones microinyectados con las sgRNAs
dirigidos al gen Tyr, mediante NGS, reveld que solo el 67,57% de las secuencias editadas de los embriones
microinyectados con IE-m7yrsgRNA corresponden a alelos nulos, mientras que el 100% de los alelos modificados con
SD-mT7yrsgRNA dieron lugar a alelos nulos. Los circulos negros y grises corresponden a alelos nulos y funcionales,
respectivamente, mientras que el fondo indica el tipo de mutacion (azul oscuro: sitio donante de empalme en el marco
y/o desplazamiento de marco; azul claro: desplazamiento de marco).

19 y 25 embriones B6/CBA fueron microinyectados con el ARNm de la nucleasa

Cas9 y las guias IE-sgRNA y SD-sgRNA, respectivamente. Dichos embriones fueron
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cultivados in vitro hasta la fase de blastocisto (3,5 dpc), momento en el que se extrajo su
ADN vy se evalu6 el conjunto de modificaciones alélicas generadas mediante
secuenciacion masiva (NGS) (Figura 17A).

Los analisis llevados a cabo mediante NGS mostraron diferentes porcentajes de
edicion para cada una de las guias: 63,4% para la guia IE-sgRNA y 20,7% para la guia
SD-sgRNA (Figura 5B). La prediccion in silico de las secuencias alélicas editadas,
obtenidas de la microinyeccion con la guia IE-m7yr sgRNA, mostrd un 67,57% de alelos
nulos generados, todos ellos derivados de mutaciones tipo frameshift. El1 42,8% restante
corresponderia a alelos generados por deleciones de 6 y 9 pares de bases, dando lugar a
mutaciones del tipo cambio de aminoacido (del inglés nonsynonimous) (Figura 17B).

Por su parte, los alelos editados generados mediante microinyeccion con la guia
SD-m7yr sgRNA derivarian en su totalidad (100%) en un fenotipo KO, al estar alterada
en todos ellos la secuencia canodnica del splicing (mutacion sp site). Un 27% de dichos
alelos contenian, ademas, mutaciones de tipo frameshift afectando a la secuencia
codificante (mutacion frameshift/sp site). Como consecuencia, todas las ediciones
generadas mediante el sistema CRISPR/Cas9 dirigido a los sitios de procesamiento
intronico dieron lugar a alelos nulos (Figura 17B).

Finalmente, a fin de confirmar las predicciones in silico, se microinyectaron
embriones en etapa de una célula con los componentes del sistema CRISPR/Cas9 y cada
una de las dos sgRNAs para la obtencién y estudio de las camadas derivadas. Los
embriones obtenidos de la microinyeccion de cada condicion experimental (IE-sgRNA o
SD-sgRNA) fueron implantados en etapa de dos células en hembras pseudogestantes CD1
(Figura 18). El andlisis fenotipico de las camadas derivadas mostré un mayor niimero de
ratones albinos o mosaico en la condicion sgRNA-SD (4 de 5) frente a la condicion
sgRNA-IE, donde todas las crias tenian pelaje coloreado (6 de 6) (Figura 18A). Una vez
observado el fenotipo de la descendencia obtenida, se llevo a cabo un andlisis genotipico
de las mutaciones generadas y se analizaron los ratones de cada grupo mediante
subclonaje y posterior secuenciacion por Sanger.

La camada obtenida de la microinyeccién con la guia IE-m7yr sgRNA, en la que

todas las crias presentaban coloracion del pelaje, mostrd dos tipos de alelos mutados:
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alelos nulos generados por mutaciones de tipo frameshift y alelos mutados, que no

conducian a un fenotipo KO, al surgir de mutaciones in frame (Figura 18B).

SD-mTyr sgRNA

IE-mTyr sgRNA

n - e

IE-mTyrsgRNA Secuencia Mutacion Resultado Traduccion proteica

WT _ TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC
Negro Del CAGGCA  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCT---memsmnov -ACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp Si
Del CAGTGC  TTTATAATAGGACCTGC-—------—- TCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp Si
Negro WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si
Del GTGCTCAGGCA  TTTATAATAGGACCTGCCA-----msmmemmemmnees ACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -11bp Stop No
Negro WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si
Del TGCTCAG ~ TTTATAATAGGACCTGCCAG--------=-=-- GCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -7 bp Stop No
Negro WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si
Del CAGTGC  TTTATAATAGGACCTGC----senev TCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC In frame -6 bp Qc/-- Si
Negro WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si
Del TGCTCAG ~ TTTATAATAGGACCTGCCAG- -GCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift -7 bp No
InsA  TTTATAATAGGACCTGCCAGTAGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Frameshift +1 bp No
Negro WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si
WT  TTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC Si

SD-mTYRsgRNA Mutacion Resultado

Secuencia (Sitio de splicing;

Traduccion proteica

WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG

Negro WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Si
Del CAGGTA  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGG------ In frame -3 bp / Sp donor site-6 bp ~ Q/- No
Del G AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Sp donor site -2bp No
Negro WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Si
WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Si
Mosaico WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG Si
Del GGTAA  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCA-- Frameshift -1 bp / Sp donor site -5 Stop No
bp
InsA  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAAG! Frameshift +1 bp / Sp donor site +1 Stop No
bp
Mosaico WT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG! Si
Del CAGGTAAG  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGG-——- In frame -3 bp / Sp donorsite-7bp ~ Q/- No
Del GG /Ins CAT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCCATG Sp donor site No
Albino Del A AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGC--G¢ Frameshift -1 bp / Sp donor site - Stop No
1bp
Del CCTGGCAGGTA / Ins ATAT  AGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTATATA-—— In frame / Sp donor site Stop No

C

I 46.2% WT
Il 53.8% Editadas

38.5% WT

|IE-mTyr sgRNA
M 61.5% Editadas

SD-mTyr sgRNA

(3 (3
0000«
0000
0000000 0000
0000000000 3343
0000000000 0000
0000000000 )0 0
0000000000 )00 00 "]
0000000000 000000 ]

Total= 13 alelos Total= 13 alelos

Total= 7 secuencias editadas Total= 8 secuencias editadas

Alelos funcionales 00.0%
@ Alelos nulos 100%

Alelos funcionales 42.86%
O Alelos nulos 57.14%

Figura 18. Analisis in vivo de la generacion de alelos 7yr nulos mediante mutaciones inducidas por
CRISPR/Cas9. (A) Camadas obtenidas de la microinyeccion con la guia IE-m7yr sgRNA o SD-mT7yr sgRNA. La
mayoria de las crias de embriones editados con SD-m7yr sgRNA (4 de 5) mostraron un fenotipo mutante (1 albino y 2
mosaico). Mientras que el total (6 de 6) de las crias editadas con la guia [E-m7yr sgRNA mostraban coloracion del
pelaje. (B) Caracterizacion genotipica de los diferentes alelos de las crias. (C) Andlisis grafico de NGS de la edicion
mediada por CRISPR/Cas9 del locus 7yr en camadas de raton. El genotipado de los ratones obtenidos de la
microinyeccion con las IE-m7yr sgRNAs revelo que solo el 57,14% de las secuencias editadas corresponden a alelos
nulos, mientras que el 100% de los alelos modificados con SD-m7yr sgRNA dieron lugar a alelos nulos. Los circulos
negros y grises corresponden a alelos nulos y funcionales, respectivamente.
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La secuenciacion por Sanger de las diferentes variantes alélicas generadas en el
grupo de ratones obtenido con la microinyeccion de la guia SD-m7yr sgRNA
identificaron alelos WT y alelos con mutaciones de tipo frameshift y/o mutaciones sp site.
Interesantemente, tres de los cinco ratones obtenidos portaban un alelo con una mutaciéon
in frame, sin embargo, en todos estos casos existian ademas mutaciones en la secuencia
del splicing, que garantizaban la produccion de un alelo nulo. Como resultado, el total de
los alelos editados encontrados eran de tipo KO (Figura 18C).

A fin de evaluar que sgRNA produjo una mayor proporcion de alelos nulos dentro
del total de editados, excluimos todas las secuencias WT en las que el sistema no habia
editado. Como resultado, obtuvimos un 57,14% de alelos nulos generados mediante la
guia ex6nica SD-m7yr sgRNA. Sin embargo, el 100% de las ediciones generadas por
parte de la guia dirigida hacia la secuencia del splicing constituian mutaciones de tipo KO

(Figura 18C).

1.3 El sistema CRISPR/Cas9 dirigido contra los sitios de procesamiento
intronico de BCR/ABL aumenta la eficiencia para anular la proliferacion

celular dependiente del oncogén.

La linea celular K562, derivada de un paciente de LMC y portadora del oncogén
de fusion BCR/ABL fue dividida en dos condiciones experimentales: electroporada con la
guia [E-h4ABL sgRNA, dirigida hacia una region exonica interna contenida en el exén 4
de ABL y electroporada con la guia SD-hABL sgRNA, dirigida hacia la secuencia
donadora del splicing en 5’ del exon 6 (Figura 13C, Tabla 1). De forma similar a lo
realizado para el gen Tyr, las células GFP* fueron seleccionadas mediante citometria de
flujo y la region gendmica de interés fue secuenciada mediante Sanger (Figura 14). La
secuenciacion por Sanger mostrd edicidn gendmica en el punto de corte esperado para
ambas sgRNAs y el analisis mediante TIDE predijo una variedad de pequefios INDELS
generados en torno al punto de corte en ambos casos (Figura 15). El posterior analisis de
las secuencias por subclonaje, revelo las variantes alélicas mas frecuentes para cada guia.
El 40% (4 de 10) de las variantes alélicas generadas por la guia IE-h4BL sgRNA
correspondian a mutaciones de tipo frameshift que llevaban a la produccion de alelos
nulos. Sin embargo, el 60% de las ediciones restantes, correspondian a mutaciones in

frame, de multiplos de tres nucledtidos, que no lograrian un silenciamiento efectivo del
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gen. Por el contrario, las ediciones generadas por la guia IE-hABL sgRNA darian lugar
en el 100% (9 de 9) de los casos a alelos nulos. Ocho de las nueve variantes alélicas
encontradas daban lugar a mutaciones en el sitio canonico del splicing (sp site) y en cuatro
de ellas se producian ademas mutaciones de tipo frameshift (Figura 19).

A fin de evaluar la capacidad de ambas sgRNAs para aumenta la eficiencia en la

IE-hABL sgRNA Secuencia Mutacion Resultado  Traduccion proteica
WT__ ACTCAGATCTCGTCAGCCATGGAGTACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA
InsT  ACTCAGATCTCGTCAGCCATGGAGTTACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift +1 bp Stop No
Del GT _ ACTCAGATCTCGTCAGCCATGGA----ACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift -2 bp Stop No
Del AC ACTCAGATCTCGTCAGCCATGGAGT--—-CTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift -2 bp Stop No
Del AGT __ ACTCAGATCTCGTCAGCCATGG-—— ACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA In frame -3 bp EY/D Si
Del GAGT  ACTCAGATCTCGTCAGCCATG---- ACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift -4 bp Stop No
Del ATGGAGT  ACTCAGATCTCGTCAGCC-— —~ACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift -7 bp Stop No
Del TGGAGTACC  ACTCAGATCTCGTCAGCCA-——— TGGAGAAGAAAAACTTCATCCA In frame -9 bp EYL/-- Si
Del GGA  ACTCAGATCTCGTCAGCCAT. GTACCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA In frame -3 bp E/-- Si
A>C  ACTCAGATCTCGTCAGCCATGGAGTCCCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA In frame Y/S Si
Del CCATGGAGTA  ACTCAGATCTCGTCAG-—————-————— CCTGGAGAAGAAAAACTTCATCCA Frameshift -10 bp Stop No

SD-hABL sgRNA

Mutacion Resultado

Secuencia (Sitio de splicing;
WT __ CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAAG

; Intrén) Traduccion proteica

InsA CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAAAG Frameshift +1 bp Stop No

Del GAA  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTT------G In frame -3 bp / Sp donor Site -2 bp K/-- No
Del G CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAA-- Frameshift -1 bp / Sp donor Site -1 bp Stop No

Del AA  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTG-—--G Frameshift -2 bp / Sp donor Site -2 bp Stop No
A>G  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAGG In frame / Sp donor Site K/R No
DelA CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTG--AG Frameshift -1 bp / Sp donor Site -1 bp Stop No
G>C  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGAAC In frame / Sp donor Site K/N No

A>C  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCTTGACG In frame / Sp donor Site K/T No

Del TGAA  CTGACGGTGGCCGTGAAGACCT-———- G Frameshift -4 bp / Sp donor Site -2 bp Stop No

Figura 19. Analisis mediante secuenciacion masiva (NGS) de células humanas K562 editadas con CRISPR/Cas9
en el locus ABL. Edicién genoémica del locus humano 4BL, utilizando sgRNAs contra una secuencia interna exonica
(IE) o contra la secuencia donadora del splicing en 5 (SD). Analisis mediante NGS de las variantes alélicas generadas
en células humanas K562.

eliminacion del oncogén de fusién, comparamos la capacidad para anular la proliferacion
celular ocasionada por la actividad oncogénica de BCR/ABL. 48 horas tras la
electroporacion, se evaluaron los efectos sobre la apoptosis y el ciclo celular de las
células, mediante marcaje con Anexina V y yoduro de propidio, y posterior analisis por
citometria de flujo. Los andlisis mostraron como las células electroporadas con la guia
SD-hABL sgRNA exhibian un mayor nivel de apoptosis (86,8%) que las electroporadas
con la IE-hABL sgRNA (60,1%), mientras que las células control mostraban una
apoptosis basal del 32,4% (Figura 20A). Asi mismo, las células electroporadas con la guia
SD-hABL sgRNA mostraban un 10% mas de células con un contenido subGO de ADN
(45,3%) que las electroporadas con la guia IE-hABL sgRNA (34,5%) (Figura 20B).
Finalmente, la cuantificacion de la expresion de Anexina V de las células revel6 una
significativa mayor expresion del marcador apoptdtico en la condicion SD-hABL sgRNA
(568,2 + 8,4 u.f.), en comparacion con la condicion IE-hABL sgRNA (475,5+5,9u.f)y
con la condicion control (411,5 £ 6,3 u.f.) (Figura 20C).
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Figura 20. Analisis funcional de células K562 editadas con CRISPR/Cas9 dirigido contra el oncogén
BCR/ABL. (A) Analisis por citometria de flujo de la expresion de anexina V y yoduro de propidio de las
células K562 electroporadas. (B) Analisis por citometria de flujo del contenido de ADN, medido mediante
tincion con yoduro de propidio, de las células K562 electroporadas. (C) Cuantificacion de la expresion de
Anexina V (u.f.) en las células K562 electroporadas. El grafico muestra los resultados de tres experimentos
independientes, se muestra media + SD. ***, p<0.001.
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1.4 El sistema CRISPR/Cas9 dual permite la generacion de deleciones
especificas en la secuencia codificante de BCR/ABL, generando alelos

nulos de forma eficiente.

A fin de explorar el potencial de una aproximacion diferente basada en
CRISPR/Cas9, para la generacion eficiente de alelos BCR/ABL nulos, disefiamos un
sistema de guias dual para la induccion de deleciones especificas en la secuencia

ABL humano

ATG STOP

Sl hAéi;;éﬁﬁh-TK1
| Exon4 Intron 4| Exon5 |Intron 5] Exon 6 |

hABL-sgRNA-TK2 .;

hABL-sgRNA-TK1 - ATCACTGAGTTCATGACCTA CGG
hABL-sgRNA-TK2 - CTCGTCAGCCATGGAGTACC TGG

hABL-sgRNA-TK1 PAM hABL-sgRNA-TK2 PAM

ATCACTGAGTTCATGACCTACGGGAACCTCCTG————————————————— GCCACTCAGACTCGTCAGCCATGGAGTACCTGG

L 101 pb I
L J

A 101 bp Stop

s | BCR mBL 7 | |

Figura 21. Representacion esquematica del locus ABL humano y del disefio experimental CRISPR/Cas9 dual
dirigido hacia la regiéon TK de BCR/ABL. Se representan las secuencias de las guias h4BL-sgRNA-TK1 y h4ABL-
sgRNA-TK2 (linea azul) y su punto de corte esperado (punta de flecha azul) en el dominio TK del gen localizado en el
exon 6. La delecion resultante de 101 pb generaria un codén de parada prematuro en el exon 7.

codificante del oncogén. Como ya se ha mencionado, este tipo de edicion presenta una
serie de ventajas en comparacion con la estrategia de generacion de INDELS mediante
una unica sgRNA, dada la eficiencia de modificacion bialélica, la rapida identificacion
de las células editadas mediante PCR y la predictibilidad in silico de la edicion a generar
y, por tanto, de la pérdida de funciéon del gen. Por todo ello, diseiamos dos sgRNAs
dirigidas hacia el exén 6 de ABL contenido en el dominio TK (h4BL-sgRNA-TKI1 y
hABL-sgRNA-TK?2), separadas por 101 pb, que produciran preferentemente una delecion
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especifica en el locus (Figura 21, Tabla 1). La prediccion in silico de la secuencia editada
resultante mostré la generacion de un codon STOP prematuro que conduciria a la
produccion de una proteina truncada sin actividad TK (Figura 21). Nuevamente, las
sgRNAs disefiadas fueron clonadas, por separado, en el plasmido CRISPR-Cas9-GFP. La
linea celular K562 fue electroporada de forma simultdnea con ambas guias o con el
plasmido vacio, a modo de control, y 24 horas después, las células GFP* fueron
seleccionadas mediante citometria de flujo (Figura 22A). La amplificacion mediante PCR

de la region gendmica de interés (Tabla 6) mostrd una banda de 473 pb, correspondiente
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Figura 22. Edicién in vitro mediada por CRISPR/Cas9 del locus BCR/ABL en la linea celular humana K562. (A)
Microscopia de fluorescencia de células electroporadas con el vector px480 vacio (K562-Cas9) y portadoras de ambas
sgRNAs (K562-4BL-TKs). (B) Amplificacién por PCR del exén 6 de ABL en células K562 electroporadas con la
nucleasa Cas9 (K562-Cas9) y con Cas9 unida a ambos sgRNAs (K562-4BL-TKs). (C) Secuenciacion por Sanger de la
region amplificada en la que se muestran las secuencias de ambas guias (recuadros azules). Las células editadas
mostraron una mezcla de secuencias alrededor del punto de escision esperado para cada sgRNA. (D) Cuantificacion de
los alelos de ABL WT. qPCR del ADN de la secuencia eliminada de ABL en las células K562 editadas. (media = SEM;
**% p<0,001).
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al exén 6 de BCR/ABL, tanto en la condicion control (K562-Cas9), como en la condicion
electroporada con ambas guias (K562-4BL-TKs). Sin embargo, en la condicion K562-
ABL-TKs se detect6 una banda adicional, de 372 pb, sugiriendo la presencia de la delecion
generada por ambas sgRNAs (Figura 22B).

La posterior secuenciacion por Sanger reveld una mezcla de secuencias a partir
del punto de corte esperado por ambas guias, aludiendo asi la existencia de la delecion
especifica (Figura 22C). Con el proposito de determinar la eficiencia de edicidon conjunta
por parte de ambas guias se llevdo a cabo una qPCR sobre el ADN de las células
electroporadas, utilizando un oligonucledtido directo en la region genomica de ABL,
previa a la delecion, y un oligonucledtido reverso hibridando en la region a delecionar.
Las células K562-4BL-TKs mostraron un 42,3% de secuencias WT con respecto al
control sin editar K562-Cas9, exhibiendo, por tanto, una eficiencia de edicion del 57,7%,
correspondiente al porcentaje total de secuencias delecionadas (Figura 22D).

A fin de caracterizar especificamente las variantes alélicas generadas por la
edicion de las guias, los productos de PCR fueron subclonados y secuenciados por Sanger,
obteniéndose Unicamente tres tipos de secuencias: secuencias WT (10 de 24), una
secuencia portadora de INDELS generados por cada una de las guias (1 de 24) y
secuencias portadoras de la delecion especifica de 101 pb (13 de 24) (Figura 23A).

Unicamente una de las 24 secuencias analizadas mostro la generacién de INDELS

TKs-hABL sgRNAs Secuencia Mutacion Resultado Traduccién proteica
WT  CATGACCTACGGGAACCT-——-- CCATGGAGTACCTGG
Ins C/Del GT  CATGACCCTACGGGAACCT---—-—- CCATGGA -- ACCTGG Frameshift -1 bp Stop No
Del 101 bp CATGAC 101bp ACCTGG _ Frameshift -101 bp Stop No
41.7% WT TKs-hABL-sgRNAs

Il 58.3% Editadas
INDELS 7.10%

I Delecion 101 pb 92.9%

0000000000
0000000000
0000000000

Total= 24 alelos  Total= 14 secuencias editadas

Alelos funcionales 00.0%
O Alelos nulos 100%

Figura 23. Analisis mediante secuenciacion masiva (NGS) de células humas K562 editadas con el sistema
CRISPR/Cas9 dual en el locus BCR/ABL. (A) Analisis mediante NGS de las variantes alélicas generadas en células
K562 electroporadas con ambas sgRNAs. (B) Analisis grafico de NGS de la edicién mediada por CRISPR/Cas9 del
locus BCR/ABL en células K562. El andlisis de las variantes alélicas generadas mostré unicamente dos tipos de
ediciones que corresponden en su totalidad (100%) a alelos nulos. Los circulos negros y grises corresponden a alelos
nulos y funcionales, respectivamente, mientras que el fondo indica el tipo de mutacion (rosa oscuro: delecion de 101
pb; rosa claro: INDELS aleatorios generados por cada una de las sgRNAS).
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aleatorios en torno al punto de corte de cada una de las guias. En ella, la edicidon conjunta
de ambas guias llevo a la produccion de mutaciones de tipo frameshift que conducirian a
la generacion de un alelo nulo. Interesantemente, el resto de las ediciones encontradas

(excluyendo las secuencias WT) correspondian a alelos portadores de la delecion
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Figura 24. Analisis funcional de células K562 editadas con el sistema CRISPR/Cas9 dual para el oncogén
BCR/ABL. (A) Analisis por citometria de flujo de la expresion de anexina V y yoduro de propidio de las células K562
electroporadas. (B) Analisis por citometria de flujo del contenido de ADN, medido mediante tincién con yoduro de
propidio, de las células K562 electroporadas. (C) Cuantificacion de la expresion de Anexina V (u.f.) en las células
K562 electroporadas. El grafico muestra los resultados de tres experimentos independientes, se muestra media + SD.
**x p<0.001.

especifica de 101 pb, generada por ambas guias. Tal como predijo el anélisis in silico
inicial, como resultado de esta edicion se generd una mutacion especifica, de tipo

frameshift que llevaria al silenciamiento de la expresion génica (Figura 23B).
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De manera similar a lo llevado a cabo con las guias tnicas h4BL-sgRNA-SD y
hABL-sgRNA-IE, se evalud el efecto biologico de la eliminacion de BCR/ABL mediante
el sistema de guias dual (hABL-sgRNA-TK1 y h4BL-sgRNA-TK?2) analizando los niveles
de apoptosis y el ciclo celular. Para ello, 48 horas tras la electroporacion, las células
fueron marcadas con Anexina V y yoduro de propidio, y analizadas mediante citometria
de flujo. Nuevamente, las células electroporadas con las sgRNAs (K562-h4ABL-TKs),
mostraron elevados niveles de apoptosis (94,92%) en comparacion con las células control
K562-Cas9 (26,47%) y con las células parentales K562 sin electroporar (5,77%) (Figura
24A). En esta linea, los andlisis de contenido de ADN celular mostraron un 59% de
células con contenido de ADN subGO para la condicion K562-h4BL-TKs, mientras que
las células control K562-Cas9 y K562 parentales exhibieron un 14,7% y 5,18%,
respectivamente (Figura 24B). Finalmente, la cuantificacion de la expresion de Anexina
V mostr6 un incremento significativo de la apoptosis celular en las células editadas K562-
hABL-TKs (573,7 £ 5,7 u.f.), con respecto a los controles sin editar K562-Cas9 (385,7 +
6,1 u.f.) y K562 parentales (138 + 2,9 u.f.) (Figura 24C).

1.5 El analisis de los posibles off-targets no mostr6 diferencias entre las

distintas guias utilizadas.

Con el objetivo de analizar los posibles off-targets generados por cada una de las
guias utilizadas y a fin de determinar si las guias SD-sgRNA veian afectada su actividad
off-target con respecto a las IE-sgRNA, estudiamos los tres principales off-targets
predichos para cada sgRNA de forma independiente (Tabla 9). Evaluamos la capacidad
de cada sgRNA para inducir ediciones en el genoma fuera del sitio diana mediante la
deteccion de los posibles heteroduplex formados en las secuencias editadas, utilizando el
ensayo de nucleasa T7I Surveyor. Las guias exonicas (IE-sgRNAs) produjeron ediciones
en el genoma fuera del sitio diana en 4 de las 11 secuencias analizadas y una proporcion
similar se obtuvo para las guias dirigidas a la secuencia canonica del splicing (SD-
sgRNAs) que editaron en 3 de las 9 secuencias analizadas. El andlisis estadistico posterior

no mostro diferencias significativas entre ambos grupos de guias (p=0.092) (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de los off-targets de las distintas sgRNAs. Analisis de los 3 principales off-targets en secuencias
codificantes predichos para cada sgRNA utilizada. El panel muestra la secuencia amplificada de la diana y los 3 off-
targets representativos, sin tratar y tratados con la endonucleasa T71. La digestion revela la edicién del genoma
(asterisco rojo) cuando la secuencia off-target presenta mutaciones. La tabla muestra los resultados globales de todos
los off-targets analizados. No se observaron diferencias en el nimero de off-targets editados por los IE-sgRNAs en

IE-mTyr sgRNA

IE-hTYR sgRNA

T7EIl: - +
hTYR hMIR2052 hPTPN7 hNAV2

IE-hABL sgRNA

T7El: - +

hABL hYWHAG hSHANK2 hAGBL4

hABL-sgRNA-TK1 (IE)

- +
hSTRN

-+ -+
hRUNX2 hELL2

Off-target IE-sgRNA SD-sgRNA
No editadas 11 3
Editadas 4 6

Test exacto de Fisher P=0.092 n.s.

SD-mTyr sgRNA

T7El: - +
mTyr

mUrb5 mAkap7 mPygB

SD-hTYR sgRNA

T7EL: -+
hTYR hCABYR hCOL27A7 hCCNJ

SD-hABLsgRNA

+

T7EL: -

hABL hANKH hDAG1 hOR2A3P

hABL-sgRNA-TK2 (IE)

T7EI. .
hABL

hA CSF3 hPS TPIP1hLOC105376345

comparacion con los SDE-sgRNAs (prueba test exacto Fisher p = 0,092 n.s.).
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2. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DEL SISTEMA CRISPR/CAS9
PARA ELIMINAR LA EXPRESION DE BCR/ABL EN CELULAS MADRE
MURINAS Y HUMANAS, Y SU HABILIDAD PARA REESTABLECER
LA HEMATOPOYESIS FISIOLOGICA EN UN MODELO MURINO DE
TRASPLANTE ORTOTOPICO DE LMC.

Una vez evaluadas las eficiencias mostradas por las diferentes aproximaciones
para la generacion eficiente de alelos BCR/ABL nulos se selecciono la estrategia CRISPR
dual, dada su alta eficiencia, su gran consistencia en el tipo de ediciones generadas y la
facilidad para la monitorizacion de las células editadas. Ademas, para todos los estudios
posteriores, se decidio aportar los compontes del sistema CRISPR/Cas9 en forma de
complejo ribonucleoproteico (RNP), debido a la alta tasa de eficiencia demostrada en
numerosos trabajos previos [249,250].

Con el objetivo de analizar el potencial terapéutico de la estrategia de edicion anti-
BCR/ABL se utilizaron dos modelos diferentes de LMC, uno murino y otro humano, para
analizar el efecto terapéutico de la eliminacion del oncogén por parte del sistema

CRISPR/Cas9 in vitro y finalmente, in vivo, en un modelo de trasplante ortotdpico.

2.1 El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente el oncogén
BCR/ABL, suprimiendo sus efectos oncogénicos, en la linea celular

murina de LMC Boff-p210.

La linea celular murina de LMC Boff-p210, que expresa el ADNc del gen
BCR/ABL humano bajo el control del promotor hematopoyético Tec, fue electroporada
con los componentes del sistema CRISPR/Cas9 dual, en forma de RNP. Dicho sistema se
basaba en la utilizacion de dos sgRNAs (hABL-sgRNA-TK1 y hABL-sgRNA-TK2)
dirigidas hacia el exén 6 de ABL, contenido en el dominio TK, separadas por 101 pb, que
producirdn preferentemente una delecion especifica en el locus (Figura 26, Tabla 2). De
igual manera, las células Boff-p210 fueron electroporadas con la nucleasa Cas9 sin
sgRNAs, a modo de control. La amplificacion, mediante PCR, de la region gendmica de
interés de las células electroporadas mostrd una banda de 469 pb, correspondiente al exén
6 del gen en ambas condiciones experimentales (Boff-Cas9 y Boff-4BL-TKs) (Figura
27A, Tabla 6). Sin embargo, se detectd una banda adicional, de 368 pb, inicamente en la
condicion Boff-4BL-TKs, sugiriendo la presencia de la delecion generada por ambas

guias (Figura 27A). La posterior secuenciacion por Sanger de los productos de PCR
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reveld una mezcla de secuencias entre los puntos de corte esperados por ambas guias
(Figura 27B).

Posteriormente, a fin de caracterizar en mayor profundidad la delecion generada
por el sistema, se aisld un clon derivado de una célula unica (del inglés single cell o SC)
portadora de la delecion especifica que afecta al dominio TK. La PCR del ex6n 6 de ABL
mostrd en este caso una Unica banda, de 368 pb en las células SC-4BL-TKs, mientras que
en las células SC-Cas9 solo se detecto la banda de 469 pb, correspondiente a la region
genomica sin editar (Figura 27A, Tabla 6). La delecion especifica de 101 pb fue
finalmente confirmada mediante la secuenciacion por Sanger del producto de PCR de las

células SC-ABL-TKs (Figura 27B).

Dominio TK e
Gen Regién de .
fusion 1(9:22) hABL-sgRNA-TK1 hABL-sgRNA-TK2
ATG = STOP
A— r w A AN A A A—
— # 28 /=5 — 1 s D - 3 L] 4 15 = : 6 : - T # 11 ——
\ v ! ;
101bp

A 101 bp Stop

‘ N
ARNm - ABL N (
BCR §

hABL-sgRNA-TK1 - ATCACTGAGTTCATGACCTA CGG
hABL-sgRNA-TK2 - CTCGTCAGCCATGGAGTACC TGG

Figura 26. Diseiio experimental del sistema CRISPR/Cas9 dual para eliminar el oncogén de fusion BCR/ABL.
Detalle del gen de fusion BCR/ABL, resultante de la traslocacion t(9:22), y el punto de corte esperado de ambas sgRNAs
contra el exon 6 de ABL. La delecion resultante de 101 pb generaria un codén de parada (STOP) prematuro en el exdn
7.

Para determinar el efecto de la edicion mediante CRISPR a nivel de ARNm y
proteina, se cuantifico, a partir de los clones generados, la expresion de los transcritos
ABL mediante retrotranscripcion (RT-PCR) y PCR cuantitativa (QPCR, Tabla 7), y su
expresion proteica mediante Western blot. Las células SC-ABL-TKs mostraron una
secuencia de ARNm de menor tamafio, en comparacion con las células control sin editar
(SC-Cas9) (Figura 27C). La secuenciacion mediante Sanger de estos productos de RT-
PCR confirm¢ la existencia de un ARNm portador de la delecion especifica de 101 pb en
las células SC-ABL-TKs, que daba lugar a una mutacion de tipo frameshift y a la
generacion de un codéon STOP prematuro en el exon 7 contiguo de ABL (Figura 27C). A
fin de determinar si esta mutacion frameshift desencadena los mecanismos celulares de
degradacion del ARN NMD (del inglés Nonsense-mediated mRNA decay), la PCR

cuantitativa se realizo utilizando oligonucledtidos “aguas abajo” de la delecion (unién de
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los exones 7 y 8 de ABL). Como resultado, las células SC-4BL-TKs mostraron una
significativa reduccion de la expresion de ABL, de mas del 90% (2,6% =+ 2,5) en
comparacion con los clones control (SC-Cas9) (Figura 27D). El analisis de Western blot
mostrd cémo las células Boff-Cas9 y SC-Cas9 expresaban con normalidad la proteina

BCR/ABL de 210 kDa (Figura 2E). Sin embargo, en las células SC-ABL-TKs no se
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Figura 27. Analisis funcional del sistema CRISPR/Cas9 dual en la linea celular Boff-p210. (A) Amplificacion por
PCR del exén 6 de ABL en células Boff-p210 electroporadas tinicamente con Cas9 (Boff-Cas9), con Cas9 y ambos
sgRNAs (Boff-4BL-TK), y en clones derivados de célula unica (SC-Cas9 y SC-ABL-TK). (B) Secuenciacion Sanger
de la region amplificada del exén 6 de ABL. (C) RT-PCR del exén 6 de ABL que muestra un transcrito de ARNm mas
pequeiio en SC-ABL-TK que en las células control (parentales y SC-Cas9). La delecion de 101 pb fue confirmada
mediante secuenciacion por Sanger en SC-ABL-TK. El andlisis in silico muestra como esta delecion genera un codon
de parada (STOP) prematuro en el exén 7 de ABL. (D) PCR cuantitativa de la expresion de ABL en clones derivados
de células Boff-p210 (SC) a nivel del exdn 7-8. (media + SEM; *** p<0,001). (E) Western blot de BCR/ABL en células
Baf/3, Boff-p210 y SCs.

detectd expresion de la proteina, tal y como ocurria en las células control Baf/3, carentes

del oncogén BCR/ABL y utilizadas como control negativo (Figura 27E).
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A fin de determinar el efecto biologico de la eliminacion del oncogén BCR/ABL
en las células murinas Boff-p210, se analizo el nivel de apoptosis, mediante la expresion
de Anexina V, y el contenido de ADN, mediante la incorporacion de yoduro de propidio,
de las células control y editadas por el sistema CRISPR/Cas9. A diferencia de las células
parentales Baf/3, sus derivadas Boff-p210 son independientes de interleucina 3 (IL-3)
para su crecimiento y supervivencia, debido a la actividad oncogénica de BCR/ABL. Por
ello, estudiaremos el efecto de la eliminacion del oncogén en la linea celular Boff-p210
en ausencia de IL-3. 48 horas después de la electroporacion y de la retirada de IL-3,
observamos un nivel basal de apoptosis del 15,1% en las células control SC-Cas9, similar
al obtenido en presencia de IL-3, mientras que este nivel alcanzé un valor medio del
99,1% en las células editadas SC-ABL-TKs (Figura 28 A). De acuerdo con esto, la tincion
con yoduro de propidio mostré un 94,5% de células en fase subGO en la condicion SC-
ABL-TKs sin IL-3, mientras que las células sin editar (SC-Cas9) mostraban niveles

basales (2,1%) (Figura 28B).
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Figura 28. Analisis funcional del sistema CRISPR/Cas9 dual en la linea celular murina de LMC Boff-p210. (A)
Analisis por citometria de flujo de la expresion Anexina V de células Boff-p210 SC en presencia o ausencia de IL-3.
(B) Analisis por citometria de flujo del contenido de ADN, medido mediante tincién con yoduro de propidio de células
Boff-p210 SC en presencia o ausencia de IL-3.
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2.2 El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente BCR/ABL en
células madre leucémicas murinas, restaurando su capacidad

multipotente y evitando el sesgo mieloide.

Una vez corroborada la capacidad del sistema de edicion para eliminar BCR/ABL
en una linea celular murina, esta aproximacion se traslado a células madre leucémicas
murinas (CMLm). Para ello, se utiliz6é el modelo murino transgénico de LMC Tg-p210,
que expresa el ADNc humano del oncogén BCR/ABL bajo el control del promotor
hematopoyético Tec [244]. Las células Lin" (células madre hematopoyéticas) fueron
aisladas de la médula 6sea de los ratones transgénicos en la fase cronica de la enfermedad,
para ello, tomamos como criterio diagnostico un numero de granulocitos (células Grl™)

en sangre mayor del 60%. Las células Lin® fueron electroporadas con todos los
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Figura 29. Sistema de edicion CRISPR/Cas9 dual en células madre leucémicas de ratén. Se aislaron cé¢lulas madre
leucémicas de raton (CMLm) a partir de médula 6sea de ratones modelo de LMC Tg-P210, y se electroporaron con
Cas9 y con Cas9 unido a ambas sgRNAs (4BL-TK). (A) Ampliacion por PCR de la secuencia gendmica del exén 6 de
ABL y secuenciacion Sanger. (B) PCR cuantitativa del ARNm de BCR/ABL (punto de fusion) y del ARNm de ABL
(ex6n 7-8) en células CMLm-Cas9 (control) y CMLm-ABL-TKs (editadas) (media + SEM; ***p<0,001). (C)
Inmunofluorescencia de ABL humano en células de raton CMLm.
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componentes del sistema CRISPR dual o tinicamente con la nucleasa Cas9, a modo de
control. Nuevamente, la generacion de la delecion especifica de 101 pb fue corroborada
mediante PCR y posterior secuenciacion por Sanger (Figura 29A, Tabla 6).

A continuacion, se cuantificaron los niveles de expresion del oncogén en los
grupos de células electroporadas mediante dos qPCRs (Tabla 7): una localizada “aguas
arriba” de la delecion, en la secuencia de fusion de BCR/ABL y otra localizada “aguas
abajo” de la delecion, en la union de los exones 7'y 8 de ABL. Mientras que las CMLm
control (CMLm-Cas9) mostraban altos niveles de expresion de BCR/ABL, las CMLm
editadas (CMLm-4BL-TKs) exhibieron unos niveles de expresion significativamente
menores, (74,3 = 7,6%y 67,7 £4,2%, respectivamente) (Figura 29B). Consecutivamente,
se observd mediante inmunofluorescencia una expresion menor de la oncoproteina en las
células CMLm-A4BL-TKs (Figura 29C).

Con el fin de investigar si las CMLm-4BL-TKs editadas eran capaces de mantener
sus caracteristicas multipotentes, injertamos dichas células y sus respectivas control
(CMLm-Cas9) en ratones inmunodeprimidos NSG (NOD/SCID/IL2ry™!") (Figura 30A).
Se analizaron diversos linajes hematopoyéticos obtenidos a partir de sangre periférica de
los ratones NSG trasplantados tras 120 dias. Interesantemente, detectamos y aislamos,
mediante citometria de fluorescencia (del inglés Flourescent Activated Cell Sorter o
FACS), diferentes poblaciones hematopoyéticas, tales como granulocitos (Grl™),
linfocitos B (B220%) y linfocitos T (CD4" o CD8"), derivadas de nuestras CMLm
trasplantadas (Figura 30B). El analisis mediante FACS del raton NSG-Cas9 mostr6 unos
porcentajes celulares que denotaban un claro sesgo mieloide en la hematopoyesis
generada, con altos niveles de células Grl* (74,3%) y un importante detrimento del linaje
linfoide (2% de células B220%, 1,4% de células IgM*, 0,9% de células CD4" y 1,2% de
células CD8"). Sin embargo, la hematopoyesis derivada del trasplante de las CMLm
editadas (raton NSG-4BL-TKs) mostrd porcentajes fisiologicos de leucocitos en sangre
periférica. Las poblaciones linfoides B220%(27,9%), IgM*(13%), CD4" (11,5%) y CD8"
(5,8%), mucho mayores que los observados en el raton NSG-Cas9. Ademas, a diferencia
del NSG-Cas9, la poblacion mieloide Grl™, descendid drasticamente hasta un valor
normal del 36,4%, sugiriendo la aboliciéon del sesgo mieloide caracteristico de la
patologia (Figura 30B). La amplificacion por PCR del exén 6 de ABL en todas las
poblaciones hematopoyéticas obtenidas del raton NSG-4ABL-TKs mostr6 la presencia de
la delecion inducida de 101 pb, confirmando su origen a partir de las CML editadas

trasplantadas (Figura 30C). La cuantificacién de los niveles d¢ ARNm de mostré una
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menor expresion del oncogén BCR/ABL en las células CD45" derivadas del raton NSG-

ABL-TKs (69,1 £+ 1,9%), en comparacion con su control NSG-Cas9 (Figura 30D).
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Figura 30. Analisis de la capacidad de injerto y multipotencia de las CMLm editadas con el sistema
CRISPR/Cas9. (A) Representacion esquematica del procedimiento experimental y de los grupos de estudio. (B) 120
dias después del trasplante, se analizaron las poblaciones de células CD45" de raton de la sangre periférica y se aislaron
por FACS. Se identificaron poblaciones linfoides (B220%, CD4* y CD8") y mieloides (Grl™ y Mac1™) en las muestras
de sangre. (C) Las muestras de ADN de las células mCD45" de los ratones NSG-Cas9 y NSG-4BL-TKs fueron
amplificadas por PCR, revelando la presencia de la delecion inducida por CRIPSPR/Cas9 en el exén 6 de ABL de las
células Grl*, B220", CD4" y CD8" (D) Cuantificacion de la expresion de BCR/ABL en las células mCD45 recuperadas
120 dias después del trasplante (media = SEM; ***p<0,001).
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2.3 Las células madre leucémicas murinas editadas mediante CRISPR/Cas9

en contra de BCR/ABL generan una hematopoyesis fisioldgica.

A fin de determinar si el sistema de edicion CRISPR dual es potencialmente util
como herramienta terapéutica en LMC, se realizaron diversos trasplantes de médula 6sea,
utilizando CMLm editadas y sin editar, siguiendo el siguiente esquema: (1) seis ratones
NSG trasplantados con CMLm editadas por el sistema (NSG-4ABL-TKs), (2) seis ratones
NSG trasplantados con CMLm sin editar (NSG-Cas9), (3) cinco ratones transgénicos,
modelo de LMC, como controles patolégicos de la enfermedad (LMC-Tg) y (4) cinco
ratones WT como controles fisiologicos (WT) (Figura 31A). Todas las CMLm fueron
aisladas de la medula 6sea de ratones transgénicos de LMC de, al menos un afo de edad
y, siguiendo nuestro criterio clinico para la enfermedad; con mas de un 60% de células
Grl™ en sangre periférica. La delecion inducida por el sistema CRISPR/Cas9 en las
CMLm Lin" fue confirmada por PCR y secuenciacion por Sanger (Figura 29A). El analisis
de las poblaciones hematopoyéticas en sangre periférica se realizd6 mediante FACS a los
120 dias tras el trasplante, coincidiendo con el punto final del experimento. Se observaron
sintomas de LMC, como esplenomegalia, en cuatro de los ratones NSG-Cas9 y en todos
los controles transgénicos de LMC. Sin embargo, todos los bazos de los ratones NSG-
ABL-TKs eran de un tamafio normal, similar al de los ratones WT (Figura 31B).

El porcentaje de células Gr1* aument6 en todos los ratones NSG-Cas9, alcanzando
un valor medio del 59,2 + 9,9% en sangre periférica, similar al de los ratones transgénicos,
modelo de LMC (63,7 + 7,5%). En cambio, en los ratones NSG-4BL-TKs se detectd un
porcentaje significativamente menor de células Grl™ (29,2 + 6,6%), alcanzando valores
similares a los obtenidos en ratones WT (17,9 + 3,4%) (Figuras 31C y D). En los ratones
NSG-Cas9 se observaron niveles significativamente mayores de células mieloides Macl*
(55,2 +8,2%), en comparacion con los ratones NSG-ABL-TKs (31,7 +5,7%) y los ratones
control WT (19,6 = 1,5%) (Figura 31D). Finalmente, se observaron niveles bajos de
poblaciones linfoides en todos los ratones NSG-Cas9 y LMC-Tg, que contrastaban con
los valores normales hallados en los ratones WT asi como en los NSG-4BL-TKs (Figura

31D).
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Figura 31. Evaluacién terapéutica del sistema CRISPR/Cas9 dual en un modelo de ratén de LMC. (A)
Representacion esquematica del procedimiento experimental y de los grupos de estudio. (B) Aspecto macroscopico y
tamafio del bazo de los ratones transgénicos de LMC, ratones WT y ratones receptores del trasplante (NSG-Cas9 y
NSG-4BL-TKs). (C) Cuantificacion por FACS de las células Grl* y micrografia representativa de la sangre periférica
tefiida con hematoxilina. (D) Analisis FACS de las poblaciones hematologicas mieloides y linfoides generadas en la
sangre periférica de los ratones receptores NSG tras el trasplante: NSG-4BL-TKs; (recuadro rosa), NSG-Cas9 (recuadro
rojo). Los ratones transgénicos de LMC (recuadro negro) y los ratones WT (recuadro gris) se utilizaron como controles
de la enfermedad de LMC y de la hematopoyesis normal (mediana + SEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Con el objetivo de estudiar la correlacion entre el porcentaje de células Grl* y la
etapa clinica de la enfermedad, evitando las diferencias interindividuales entre donantes,
se realizaron tres ensayos de trasplante de medula 6sea a partir de tres donantes de CMLm
independientes. Se establecieron diferentes estadios clinicos de la enfermedad definidos

como: “fase inicial”, Grl* < 40% (Donante #1), “fase media”, Gr1™ > 40% y < 60%
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(Donante #2) y “fase avanzada”, Grl™ >60% (Donante #3) (Figura 32A, Tabla 10). Las
CMLm de cada raton transgénico de LMC fueron divididas en dos grupos: electroporadas
con o sin guia del sistema CRISPR (NSG-4BL-TKs y NSG-Cas9). Ambos grupos fueron
trasplantados de forma independiente en ratones NSG y la hematopoyesis resultante fue
analizada a los 60 y 180 dias después del trasplante. En el punto inicial del ensayo, los
ratones transgénicos donantes de CML mostraron un 35,4% (Donante #1), 52,3%
(Donante #2) y 63,9% (Donante #3) de células Grl*. Dos meses después del trasplante,
todos los ratones NSG-ABL-TKs mostraron niveles fisioldgicos de células Gr1* (Donante
#1, 23%; Donante #2, 8%; Donante #3, 35%) que se mantuvieron en valores similares
180 dias después del trasplante. Por el contrario, en todos los ratones NSG-Cas9 la
poblacion celular Grl™ aumentdé 60 dias después del trasplante, alcanzando niveles
patologicos a los 180 dias (Donante #1, 52%; Donante #2, 62%; Donante #3, 72%)
(Figura 32B).
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Figura 32. Evaluacién terapéutica del sistema CRISPR/Cas9 dual en un modelo de ratén de LMC. (A) Porcentaje
y evolucion de la poblacion de células Grl™ analizada en la sangre periférica de los NSG con injertos de CMLm de
ratones transgénicos de LMC en diferentes estadios de la enfermedad (Donante #1, #2 y #3). Las CMLm se dividieron
en dos grupos con el mismo numero y se electroporaron con Cas9 (NSG-Cas9, linea roja) y con Cas9 unido a ambas
sgRNAs (NSG-4BL-TKs, linea azul) antes del trasplante de médula dsea. (B) Analisis mediante citometria de flujo de
la poblacion Grl™ en sangre periférica de tres ratones transgénicos de LMC, en diferentes estadios de la enfermedad,
utilizados como donantes de los trasplantes (Donante #1, #2 y #3).
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2.4 El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente el oncogén
BCR/ABL, suprimiendo sus efectos oncogénicos, en la linea celular

humana de LMC K562.

Con el objetivo de establecer si los resultados obtenidos en lineas celulares y
células madre leucémicas murinas son reproducibles en células humanas, se utilizé la
linea celular humana K562, derivada de un paciente con LMC. La edicion de la linea
celular K562 mediante el sistema CRISPR/Cas9 dual, vehiculizado en forma de plasmido,
ha sido previamente evaluada en los experimentos descritos en el capitulo 1 de la presente
tesis doctoral (Figura 22). A fin de corroborar los resultados conseguidos empleando otro
sistema de entrega, y caracterizar en mayor profundidad la eliminacién gendémica de
BCR/ABL, la linea celular humana K562 fue electroporada con los componentes de
nuestro sistema CRISPR dual, en forma de ribonucleoproteina. Nuevamente, la
amplificacion mediante PCR de la region del exén 6 de ABL mostrd una banda de 473 pb
tanto en la condicion control (K562-Cas9), como en la condicion editada (K562-4BL-
TKs), ademas de una banda adicional de 372 pb en la ultima de las condiciones (Tabla
6). La secuenciacion mediante Sanger corrobor¢ la existencia de la delecién de 101 pb en
las células K562-4BL-TKs (Figura 33A).

La cuantificacion de los niveles de expresion del oncogén, tanto en la region de
fusion, como en la unién de los exones 7 y 8 de ABL (Tabla 7), mostr6 una significativa
reduccion de la expresion de BCR/ABL en las células editadas por el sistema (K562-4BL-
TKs) (42,6 = 7,7% y 21,5 + 6,8, respectivamente), con respecto al control sin editar
(K562-Cas9) y las células parentales (Figura 33B). El anélisis mediante Western blot de
ABL y BCR/ABL revel6 un menor nivel de expresion de ambas proteinas en las células
K562-4BL-TKs (Figura 8C). En consecuencia, el ensayo de inmunofluorescencia de
ABL, confirm¢6 una importante reduccion de células positivas para BCR/ABL en el grupo

de células electroporadas con ambas sgRNAs (K562-4BL-TKs) (Figura 33C).
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Figura 33. Analisis funcional del sistema CRISPR/Cas9 dual en la linea celular humana K562. (A) Amplificacion
por PCR del exén 6 de ABL en células K562 electroporadas con la nucleasa Cas9 (K562-Cas9) y con Cas9 unido a
ambas sgRNAs (K562-4BL-TKs). La secuenciacion Sanger de la region amplificada reveld una delecion de 101 pb
entre los puntos de corte esperados. (B) PCR cuantitativa del ARNm de BCR/ABL (izquierda) y ABL (derecha) en K562
(parentales), K562-Cas9 y K562-4BL-TKs (media + SEM; *** p<0,001). (C) Western blot de la proteina ABL en
K562-Cas9 y K562-4BL-TKs (izquierda). Estos resultados fueron corroborados por inmunofluorescencia (derecha).
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Figura 34. Analisis de la viabilidad celular en la linea celular humana de LMC K562 editadas por el sistema
CRISPR/Cas9 dual. (A) Ensayo de apoptosis celular con Anexina V de células parentales, K562-Cas9, y K562-4BL-
TKs. (B) Cuantificacion de la expresion de Anexina V (u.f.) en las poblaciones celulares (media + SD; *** p<(,001).
(C) Analisis del ciclo celular de las poblaciones celulares mediante la incorporacion de yoduro de propidio.

El estudio del efecto in vitro de la eliminacion de BCR/ABL, mediante el andlisis
de la apoptosis y el ciclo celular, mostré resultados similares a los obtenidos previamente
en la edicion de las células K562 empleando el sistema CRISPR dual en forma de
plasmido (Figura 24). Una vez mas, las células electroporadas con las sgRNAs dirigidas
hacia ABL (K562-ABL-TKs), mostraron elevados niveles de apoptosis (63,2%) en
comparacion con las células control K562-Cas9 (14,5%) y con las células parentales
(8,41%) (Figura 34A). Asi mismo, la cuantificacion de los niveles de Anexina V mostro
un significativo incremento de la apoptosis en las células K562-4BL-TKs (283,7 + 7,1
u.f.) con respecto al control K562-Cas9 (134 + 5,7 u.f.) y las células parentales (89,7 +
6,7 u.f.) (Figura 34B). Finalmente, el marcaje mediante yoduro de propidio, del contenido
de ADN celular reveld un 24,6% de células con un contenido de ADN subG0 para la
condicion K562-4BL-TKs, mientras que las células control K562-Cas9 y K562 parentales
exhibieron un 4,87% y 1,76%, respectivamente (Figura 34C).
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2.5 El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente BCR/ABL en
células madre leucémicas humanas, derivadas de pacientes de LMC,

restaurando su capacidad multipotente y evitando el sesgo mieloide.

A fin de corroborar la aplicabilidad de una terapia de edicion de CML ex vivo,
mediante CRISPR/Cas9, para el tratamiento de la LMC, en el siguiente grupo de
experimentos se utilizaron las CML CD34" de pacientes diagnosticados de LMC en fase
cronica de la enfermedad. Las CMLh fueron electroporadas con o sin todos los
componentes del sistema CRISPR/Cas9 dual (CMLh-4ABL-TKs y CMLh-Cas9) a fin de
inducir la delecion especifica en el exén 6 de BCR/ABL. La existencia de la delecion de
101 pb fue confirmada mediate PCR y posterior secuenciacion por Sanger de las células
CMLh-4BL-TKs (Figura 35A, Tabla 6). Asi mismo, en dichas células, las PCRs
cuantitativas de los niveles de ARNm de BCR/ABL mostraron una expresion
significativamente mas baja que en los controles (39,3 + 5,4% y 29,8 £ 12,3%) (Figura
35B, Tabla 7). Estos resultados, fueron confirmados por Western blot, que demostraron
una menor expresion de proteina BCR/ABL en las células CMLh-4BL-TKs, con respecto
a los controles (Figura 35C).

Posteriormente, exploramos la capacidad del sistema CRISPR dual para abolir la
actividad oncogénica de las CMLh in vitro, mediante andlisis de proliferacion,
supervivencia y clonogenicidad. El ensayo de proliferacion in vitro mostré como las
células CMLh-Cas9 exhibian una alta tasa de proliferacion tumoral, alcanzando las
32.300 + 2.256 células a los cuatro dias tras la electroporacion. Sin embargo, las células
CMLh-4BL-TKs mostraron una significativa reduccioén en su tasa proliferativa, dando
lugar a un 70% menos de células (8.636 £ 673) que la condicion control, tras cuatro dias
en cultivo (Figura 35D). En consecuencia, las CMLh-4BL-TKs exhibieron mayores
niveles de apoptosis que las células control CMLh-Cas9 a los dos, tres y cuatro dias tras
la electroporacion (Figura 35D). El ensayo de formacion de colonias mostré una
inhibicion de la capacidad clonogénica de las CMLh editadas por el sistema (CMLh-4BL-
TKs), obteniéndose un significativo menor numero de colonias de tipo mieloide (129 +

14,1), frente a las 260,5 £ 13,4 obtenidas en la condicion CMLh-Cas9 (Figura 35E).
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Figura 35. Efecto del sistema CRISPR/Cas9 dual en CML humanas. Se aislaron CML humanas CD34" de biopsias
de médula o6sea de pacientes con LMC, y se electroporaron con/sin todos los reactivos CRISPR/Cas9. (A)
Amplificacion por PCR del exon 6 de ABL en CMLh de pacientes electroporados con Cas9 (CMLh-Cas9) y Cas9 unido
a ambas sgRNAs (CMLh-4BL-TKs). Secuenciacion Sanger del exén 6 de ABL de ambas poblaciones celulares. (B)
PCR cuantitativa de BCR/ABL (region de fusion, izquierda) y ABL (exon 7-8, derecha) (media + SEM; *** p<0,001).
(C) Western blot anti-ABL en células CMLh. Las células electroporadas con Cas9, utilizadas como control, mostraron
una Unica banda correspondiente a BCR/ABL (~210 kDa). Sin embargo, las CMLh electroporadas con ABL-TKs
mostraron un menor nivel de expresion de la proteina. (D) Analisis de proliferacion celular y apoptosis in vitro de las
CMLh tras la edicion CRISPR/Cas9. Los niveles de proliferacion y apoptosis de las CML se midieron 24, 48 y 96 h
después de la electroporacion con Cas9 (rojo) y ABL-TKs (azul) (media + SEM; *p<0,05). (E) Imagenes representativas
(izquierda) y mimero absoluto de colonias (derecha) eritroides (rojo) y mieloides (azul) obtenidas tras 14 dias de cultivo
en la condicién control (CML-Cas9) y en la condicion editada (CML-4BL-TKs) (media + SEM; *** p<0,001).
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Con el objetivo de investigar posibles modificaciones en los mecanismos
celulares, desencadenadas por la ausencia de la actividad de BCR/ABL, comparamos el
perfil transcriptomico entre las CMLh sin editar (CMLh-Cas9) y las CMLh editadas
(CMLh-4BL-TKs) mediante secuenciacion masiva del ARN (del inglés RNA-seq) (Figura
36, Tabla 8). En este analisis se hallaron 89 genes diferencialmente expresados (p<0,05)
en las células editadas (CMLh-4ABL-TKs) respecto a las células control (CMLh-Cas9), de

los cuales 48 estaban sobreexpresados (log2(f!d change) >()) y 41 infraexpresados (log2 (™!

change) <0) .
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Figura 36. Analisis RNAseq de las CMLh editadas por el sistema CRISPR/Cas9 dual. (A) Heatmap de los 50
genes con mayor expresion diferencial. Se muestran tres réplicas de CMLh control (CMLh-Cas9) y dos réplicas de
CMLh editadas (CMLh-4ABL-TKs). Los genes sobreexpresados se muestran en rojo y los infraexpresados en azul. (B)
Analisis GOseq de los procesos celulares (categorias) mas representados segun el conjunto de genes diferencialmente
expresados. El tamafio de los puntos representa el total de genes diferencialmente expresados y la intensidad del color
indica el p-valor.

A fin de determinar si las CMLh editadas mantenian sus caracteristicas
multipotentes siendo capaces de dar lugar a los linajes hematopoyéticos, las CMLs de 10
pacientes de LMC en fase cronica fueron utilizadas para llevar a cabo ensayos de
xenotrasplantes ortotopicos en ratones inmunodeprimidos NSG. Para ello, siete muestras
de CML CD34" fueron divididas en dos grupos, el primer grupo (7 muestras) fue
electroporado con todos los reactivos del sistema CRISPR (NSG-CMLh-4BL-TKs), el
segundo grupo (7 muestras) fue electroporado inicamente con la nucleasa Cas9 (NSG-
CMLh-Cas9), tres muestras de CML CD34" sin electroporar fueron utilizadas como
controles patologicos (NSG-CMLh-CD34") y, finalmente, tres muestras de CMH CD34"*
de donantes sanos fueron utilizadas como controles sanos (NSG-CD34*-sanas) (Figura

37). Un total de 20 ratones NSG de la misma edad fueron utilizados como receptores de
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trasplantes con estas células y las poblaciones hematopoyéticas humanas derivadas fueron
analizadas a los 180 dias en médula 6sea (Figura 37). La deteccion de poblaciones
hematopoyéticas humanas maduras, tanto en sangre periférica como en médula 6sea de
los ratones NSG trasplantados, corrobor6 el mantenimiento de las caracteristicas
multipotentes de las CMLh editadas. Tal y como muestra el andlisis representativo

mediante FACS de la Figura 38 A, la hematopoyesis resultante del trasplante de las células

BCR ABL BCR ABL
Aislamiento CMLh

Cas9 Cas9 %
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On OFF
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= CMLh o j
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% % Trasplante de médula ésea . .
NSG-CMLh-CD34+ NSG-CMLh-Cas9 NSG-CMLh-ABL-TKs NSG-hCD34-sanas
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Analisis 180 dias después del trasplante

Figura 37. Evaluacion de la capacidad multipotente y terapéutica de las CMLh editadas por CRISPR/Cas9 dual
en un modelo ortotopico. Se aislaron CML humanas CD34" de biopsias de médula 6sea de pacientes de LMC, se
electroporaron con el sistema CRISPR/Cas9 con y sin guia, y se trasplantaron a ratones NSG irradiados. Representacion
esquematica de los grupos de estudio y del procedimiento experimental.

control CMLh-Cas9 reflejaba un sesgo mieloide (58,7% de células hCD14" y 92,9% de
células hCD117") que, ademas, se acompafniaba de un detrimento de la poblacion de
células B linfoides (5,7% de células hCD19"). Interesantemente, el analisis representativo
de la hematopoyesis generada en un raton NSG-CMLh-4BL-TKs mostrd unos
porcentajes celulares fisiologicos para dichas poblaciones (29,1% de células hCD14",
14,9% de células hCD117" y 21,4% de células hCD19") (Figura 38A). La expresion de
BCR/ABL en las células hCD45" aisladas de la médula 6sea de ratones NSG-CMLh-4BL-
TKs fue significativamente menor (30,3 £ 12,5% y 33,2 = 17,7%, respectivamente) que
la obtenida para los ratones control NSG-CMLh-Cas9 (Figura 38B).

Los analisis de médula 6sea de los ratones NSG a los 180 dias tras el trasplante
revelaron niveles fisiologicos de células hCD14" (5,4 +2,6%), hCD117" (15,5 +8,7%) y
hCD19" (84,9 + 3,9%) en todos los ratones NSG-CMLh-ABL-TKs. Por el contrario,
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niveles patologicamente altos de células hCD14" (65,1 + 12,7%) y hCD117" (86,5 +
5,1%) y anormalmente bajos de células hCD19* (15,1 £ 3,7%) fueron detectados en todos
los ratones control NSG-CMLh-Cas9 (Figuras 38C). Finalmente, un andlisis de regresion
lineal entre las poblaciones celulares hCD117" y hCD19" de los ratones NSG
trasplantados mostrd una fuerte correlacion inversa (r*>= 0,9212) entre los ratones NSG-
CMLh-ABL-TKs y los controles sanos (NSG-sanos-CD34"), con respecto a los ratones
NSG-CMLh-Cas9 y los controles patologicos (NSG-CMLh-CD34") (Figura 38D).
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Figura 38. Analisis de la capacidad multipotente y evaluacion terapéutica de CMLh editadas por CRISPR/Cas9
dual en un modelo de trasplante ortotopico. Se aislaron LSC humanas CD34" de biopsias de médula 6sea de
pacientes con LMC, se electroporaron con el sistema CRISPR/Cas9, con y sin guias, y se trasplantaron a ratones NSG.
(A) Analisis FACS de las poblaciones hematoloégicas humanas en la médula 6sea 180 dias después del trasplante. Los
NSG con injertos de CMLh de pacientes electroporados con Cas9 se denominan NSG-hLSC-Cas9. Los injertos de NSG
con CMLh de pacientes electroporados con Cas9 unido a ambas sgRNAs se denominan NSG-hLSC-4BL-TKs. (B)
PCR cuantitativa de BCR/ABL (region de fusion, izquierda) y ABL (exén 7-8, derecha) en células hCD45 de médula
osea de NSG 180 dias después del trasplante. (C) Analisis FACS de la poblacion de células humanas hCD45" 180 dias
después del trasplante en ratones NSG. Los NSG con injertos de CMLh electroporadas con Cas 9 se denominan NSG-
CMLh-Cas9 (cajas rojas) y con Cas9 unida a sgRNAs se denominan NSG-CMLh-4BL-TKs (cajas rosas). Los NSG
con injertos sanos de hCD34" (NSG- hCD34"-sanas, cajas grises) se utilizaron como controles normales. Los NSG
con células hCD34" no tratadas procedentes de un paciente con LMC (NSG-CMLh-CD347; recuadros negros) se
utilizaron como control de la enfermedad (mediana + SEM, ***p<0.001). (D) Analisis de regresion lineal de las
poblaciones celulares hCD117" y hCD19" en los injertos de ratones NSG. (R?=0,9212).
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3. DISENO DE UN SISTEMA CRISPR/CAS9 ALTERNATIVO QUE
INTRODUZCA UN REPORTERO EN AQUELLAS CELULAS EN LAS
QUE LA EXPRESION DE BCR/ABL HA SIDO ELIMINADA,
PERMITIENDO ASI SU SELECCION PARA SU POSTERIOR
TRASPLANTE.

La posibilidad de eliminar cualquier secuencia codificante mediante el sistema
CRISPR/Cas9, empleando la via de reparacion celular NHEJ, ha ofrecido una valiosa
oportunidad terapéutica para innumerables enfermedades de origen genético,
especialmente aquellas de cardcter monogénico, como es el caso de la LMC. Por ello, la
implementacion de un sistema CRISPR, dirigido hacia la secuencia codificante de
BCR/ABL, como estrategia terapéutica en LMC ha sido el objetivo de los dos primeros
capitulos de la presente tesis doctoral. No obstante, y pese a las mejoras en la eficiencia
del sistema y en los métodos de entrega de este, en este tipo de aproximaciones, la
existencia de células residuales sin editar se vuelve inevitable. En este contexto, uno de
los mayores desafios de la terapia génica ex vivo en LMC, como en otras neoplasias
hematologicas, consiste en garantizar la ausencia de células sin editar, con actividad
tumoral, que promoverian posibles recaidas post-trasplante. Precisamente, la naturaleza
de las terapias ex vivo basadas CMH, que permiten el cultivo y la expansion in vitro de
las células, posibilita la aplicacion de métodos de seleccion de las CMH editadas previos
a la realizacion del trasplante de médula dsea.

Por todo ello, en este ultimo objetivo, disefiamos un sistema de edicion alternativo
que permita, no solo la eliminaciéon del oncogén BCR/ABL, sino también la seleccion de
las células en las que ha sido correctamente eliminado. Con este fin, se combind una
estrategia de trampa génica con la tecnologia CRISPR/Cas9, desarrollando una nueva
aproximacion denominada CRISPR-Trap, que permita la introducciéon de un reportero
en aquellas células en las que la expresion del oncogén ha sido eliminada, posibilitando

asi su seleccion para su posterior trasplante.
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3.1 El sistema CRISPR-Trap sin promotor endogeno permite la integracion
especifica del donador de trampa génica en el locus BCR/ABL, pero no

ofrece un sistema solido de seleccion de las células corregidas.

En primer lugar, como paso previo a la aplicacion del sistema CRISPR-Trap,
evaluamos la eficiencia del sistema de edicion CRISPR/Cas9 que dirigiré la integracion
del ADN donador en el locus BCR/ABL. Para ello, se diseid una guia dirigida a la
secuencia especifica de fusion del oncogén (sgRNA BCR/ABL) (Figura 39A) y la linea
celular K562 fue electroporada con todos los componentes del sistema CRISPR/Cas9
(Cas9 + sgRNA BCR/ABL). La amplificacion por PCR de la regién gendomica de interés
y su subsecuente secuenciacion por Sanger mostrdé una mezcla de secuencias a partir del
punto de corte esperado para la guia (Figura 39A, Tabla 6). Finalmente, el analisis de las
secuencias mediante el algoritmo de prediccion Tracking of Indels by Decomposition
(TIDE) mostr6 una eficiencia de edicion del 78,7% (Figura 39B).

A fin de evaluar las posibilidades de un método de seleccion CRISPR-Trap sin
promotor, en el que la expresion del gen reportero esté dirigida por el promotor endégeno
de BCR, disefiamos el casete de interferencia SA-Venus-polyA. El ADN donador de
doble cadena, conteniendo el casete SA-Venus-polyA flanqueado por los brazos de
homologia para BCR y ABL, se obtuvo mediante amplificacion por PCR a partir del vector

pTC201B HA BCR/ABL SA-T2A-Venus (Figura 40A, Tabla 3).
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Figura 39. Evaluacion de la eficiencia de edicion del sistema CRISPR/Cas9 disefiado. (A) Secuenciacion mediante
Sanger de la region gendmica de fusion BCR/ABL. Las células K562 electroporadas con CRISPR/Cas9 mostraron una
mezcla de secuencias en el punto de corte esperado para la guia (linea roja punteada). (B) Analisis del algoritmo de
descomposicion TIDE de la secuencia editada, mostrando una alta eficiencia de corte para la guia. El panel de la derecha
muestra la sefial de la secuencia alterada en las células sin editar Cas9 (negro) y de las células editadas por el sistema
(verde) y el punto de corte esperado (linea azul punteada).

La linea celular humana K562, portadora del oncogén de fusion BCR/ABL, fue
dividida en tres grupos experimentales para su posterior electroporacion con: a) el ADN
donador (donor), b) el ADN donador y la Cas9 sin sgRNA (Cas9 + donor) y c), y con el
ADN donador, la nucleasa Cas9 y una sgRNA dirigida hacia BCR/ABL (CRISPR/Cas9 +
donor). 24 horas después de la electroporacion, no se observaron células fluorescentes
(Venus®) en ninguno de los tres grupos experimentales (Figura 40B). El resultado de la
PCR sitio-inespecifica (In 5° F/Venus R, Figura 40A y C, Tabla 6), que amplifica una
region contenida integramente en el ADN donador aportado, mostr6 una banda del
tamafio esperado en las condiciones Cas9 + donor y CRISPR/Cas9 + donor, no siendo asi
en la condicion electroporada tinicamente con el ADN donador (donor) (Figura 40C). Sin

embargo, la PCR sitio-
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Figura 40. Electroporacion de la linea celular K562 con el sistema CRISPR-Trap sin promotor. (A)
Representacion esquematica del vector de CRISPR-Trap. El vector alberga el casete de interferencia, que contiene una
secuencia aceptora del splicing (SA), la secuencia T2A y la secuencia codificante para la proteina fluorescente Venus,
flanqueado por brazos de homologia para BCR y ABL. (B) Expresion de Venus en células K562 WT y electroporadas:
unicamente con el ADN donador (donor), con el donador y la Cas9, sin guia (Cas9 + donor) o con todos los
componentes del sistema CRISPR-Trap (CRISPR/Cas9 + donor). (C) PCR sitio-inespecifica (izquierda) y sitio-
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especifica (Out 5’ F/Venus R, Figura 40A y C, Tabla 6), con un oligonucleétido directo
hibridando en la region genémica de BCR y un oligonucleotido reverso hibridando en el
casete, corroboro la correcta insercion del donador en el locus BCR/ABL, inicamente en
la condicion CRISPR/Cas9 + donor (Figura 40C). La posterior secuenciacion por Sanger
de los productos de PCR corrobor¢ la correcta insercion, mediada por HDR, del ADN
donador en las células electroporadas con todos los componentes del sistema CRISPR-
Trap.

A fin de corroborar la correcta funcionalidad del sistema CRISPR-Trap disefiado,

estudiamos los posibles ARNm generados a partir del alelo recombinado. Para ello,

[~}
A ) OQ?
¥ &
2 Q
IS o) 2)
g & £
¢ o O
HDR-donor: + + +
- 557bp
200 BCR/Venus 56 BCR/ABL
hkk
150+ —I—
© ©
> =
= 100 v
© S 100
e ©
50, *
S 10 S
) ‘»
o 8 o
o S 50
< 64 >
n i
44
2
0 — I : I : 0
Donor Cas9 CRISPR/Cas9 Donor Cas9 CRISPR/Cas9
donor donor donor donor
250 Anexina V
= *h
© 200 ™
=
x
g
150
<
[}
o L
< 100
-]
(723
[0}
2
o 5
x
nj IEI
0 .

Parental Donor Cas9 CRISPR/Cas9
donor donor

Figura 41. Evaluacion del sistema CRISPR-Trap sin promotor en la linea celular K562. (A) RT-PCR sitio-
especifica del ARNm de fusion BCR/Venus en las células K562 parentales y electroporadas: donor, Cas9 + donor y
CRISPR/Cas9 + donor. (B) qPCRs de BCR/Venus y BCR/ABL en los distintos grupos experimentales, (C) Anélisis de
la expresion de Anexina V por citometria de flujo de las células K562, 48 horas después de la electroporacion con el
sistema CRISPR-Trap (CRISPR/Cas9 + donor) y controles (parental, donor y Cas9 + donor) (media + SD; **, p<0,01;
*** p<0,001).
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disefiamos una pareja de oligonucleotidos que hibridan fuera y dentro del casete,
respectivamente. El resultado de esta RT-PCR sitio-especifica (BCR qPCR F/Venus R,
Figura 40A y 41A, Tabla 7) mostr6é una banda de 557 pb, correspondiente al tamafo del
ARNm BCR/Venus predicho, resultante de la insercion especifica del ADN donador en
el locus BCR/ABL, tinicamente en la condicion CRISPR/Cas9 + donor (Figura 41A).
Interesantemente, la secuenciacion por Sanger del producto de PCR confirmé la
existencia de un ARNm BCR/Venus correctamente procesado, corroborando la correcta
expresion del alelo recombinado.

Una vez demostrada la expresion del casete de interferencia insertado en la
secuencia genomica de BCR/ABL, se cuantificaron los niveles de expresion del alelo
quimérico BCR/Venus frente al alelo nativo BCR/ABL. Para ello, se utiliz6 un
oligonucledtido directo comun, hibridando en la secuencia de BCR (BCR qPCR F, Tabla
7) y dos oligonucleétidos reversos hibridando en la secuencia diferencial: ABL o Venus
(ABL qPCR R o Venus R, Figura 40A, Tabla 7), respectivamente. La PCR cuantitativa
BCR/Venus, confirm6 la expresion del alelo hibrido, unicamente en la condicion
CRISPR/Cas9 + donor, donde alcanz6 unos niveles de expresion 118 veces mayores que
en los grupos control (donor y Cas9 + donor) (Figura 41B). De forma paralela, los niveles
de expresion de BCR/ABL se vieron significativamente reducidos en el grupo de células
electroporadas con todos los componentes del sistema CRISPR-Trap, con respecto a las
condiciones control (Figura 41B).

A fin de evaluar el efecto bioldgico de la estrategia CRISPR-Trap dirigida hacia
BCR/ABL se cuantificaron los niveles de apoptosis de las células electroporadas (Figura
41C). 48 horas después de la electroporacion, la tincion con Anexina V no mostrd
diferencias significativas entre las células K562 parentales (33,3 + 5,2 u.f.) y los grupos
control (87,3 + 6,7 u.f. para la condicion donor y 112,4 £+ 13,5 u.f. para la condicién Cas9
+ donor). Por el contrario, las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap
completo mostraron niveles significativamente mas altos de Anexina-V (186,8 + 22,6

u.f.), con respecto a todos los grupos control (Figura 41C).

116



Resultados

3.2 Elsistema CRISPR-Trap dirige eficazmente la integracion especifica del

ADN donador de trampa génica en el locus BCR/ABL.

Ante la imposibilidad de conseguir un método de seleccion eficiente empleando
el promotor enddgeno de BCR para dirigir la expresion del gen reportero, se explord la
posibilidad de introducir un promotor exégeno que dirija la expresion de Venus de forma
locus-independiente. Para ello, se diseno el casete SA-CMV-Venus-polyA, conteniendo
el promotor CMV (citomegalovirus) de alta expresion en células de mamifero. El ADN
donador de doble cadena, que incluye el casete de interferencia disefiado, flaqueado por
brazos de homologia para BCR y ABL, se obtuvo por amplificacion mediante PCR (Donor
F/Donor R, Figura 42, Tabla 3). La linea celular K562 se dividio, de nuevo, en tres grupos
experimentales: a) electroporada solo con el ADN donante (donor), b) electroporada con
el ADN donante y la Cas9 sin guia CRISPR (Cas9 + donor) y ¢) electroporada con todos
los componentes del sistema CRISPR-Trap (CRISPR/Cas9 + donor). 24 horas después
de la electroporacion, se observaron células Venus® en los tres grupos experimentales,
obteniéndose el mayor porcentaje para la condicion CRISPR/Cas9 + donor (32,4%),
seguida de la condicion Cas9 + donor (23,9%) y, finalmente, la condicion donor (17,9%)
(Figura 43A). Debido a la obtencién de unos porcentajes de fluorescencia similares en
todas las condiciones experimentales, y a fin de investigar las posibles diferencias en los
niveles de expresion del reportero, se llevo a cabo una PCR cuantitativa de Venus. Como
resultado, encontramos que los niveles de ARNm de Venus en el grupo CRISPR/Cas9 +
donor eran significativamente mayores que los grupos control, siendo 15 veces mayores
que la condicion donor y 10 veces mayores que en la condicion Cas9 + donor (Figura
43B).

El resultado de las PCRs sitio-inespecificas, que amplifican una regiéon contenida
enteramente en el extremo 5’ (In 5° F/Venus R, Figura 42, Tabla 6) o 3’ (Venus F/In 3’
R,Figura 42, Tabla 6) del ADN donante, mostraron una banda del tamafio esperado en los
grupos Cas9 + donor y CRISPR/Cas9 + donor, no siendo asi en el grupo donor (Figura
43C). Sin embargo, las PCRs sitio-especificas del extremo 5’ (Out 5’ F/Venus R, Figura
42, Tabla 6) y 3’ (Venus F/Out 3’ R, Figura 42, Tabla 6), que solo amplificarian el alelo
recombinado, corroboraron la correcta insercion del casete en el locus BCR/ABL
unicamente en la condicion CRISPR/Cas9 + donor, sin detectarse integracion sitio-

especifica en ninguno de los controles (Figura 43C). Finalmente, la secuenciacién por
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Sanger de los productos de PCR confirm¢ la correcta union entre el ADN gendmico de

BCR (PCR 5°) 0 ABL (PCR 3”) y el casete de interferencia.
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Figura 42. Disefio del sistema CRISPR-Trap dirigido hacia BCR/ABL. Representacion esquematica del vector de
CRISPR-Trap y la region diana del gen de fusion BCR/ABL. El plasmido alberga el casete de interferencia flanqueado
por brazos de homologia, que contiene una secuencia aceptora de empalme (SA), el promotor CMV (CMV) y la
secuencia codificante de la proteina fluorescente Venus. Las flechas negras representan los oligonucledtidos utilizados
para obtener la molécula donadora de HDR por PCR. Se muestra la secuencia BCR/ABL resultante tras la reparacion
dirigida por homologia utilizando el casete de interferencia como ADN donador. La introduccion de la secuencia SA-
CMV-VENUS en la region intronica de BCR/ABL interrumpe el marco de lectura del oncogén, promoviendo también
la expresion del reportero Venus.
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Figura 43. Electroporacion del sistema CRISPR-Trap en la linea celular K562. (A) Expresion de Venus en las
células K562 electroporadas con: el ADN donador (donor), el donador y la Cas9 (Cas9 + donor) y todos los
componentes del sistema CRISPR-Trap (CRISPR/Cas9 + donor). (B) Cuantificacion de la expresion de Venus por PCR
cuantitativa (C) Amplificacion sitio-inespecifica (arriba) y sitio-especifica (abajo) por PCR de los extremos de unién
5’ (izquierda) y 3’ (derecha) entre el ADN gendmico y el caste de interferencia, en los grupos de células electroporadas
(media + SEM; ** p <0.01).
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3.3 El alelo recombinado BCR/Venus se expresa correctamente en

detrimento de la expresion de su version nativa BCR/ABL.

Con el objetivo de verificar el correcto funcionamiento del sistema CRISPR-Trap,
se estudiaron los posibles transcritos derivados de la expresion del alelo recombinado
BCR/Venus. La RT-PCR sitio-inespecifica, que amplifica una region enteramente
contenida en el ADN donante (In 5’ F/Venus R, Figura 42, Tabla 6), mostr6é una banda
de 900 pb, correspondiente al tamafio del ARNm procesado de BCR/Venus, en las tres
condiciones experimentales (Figura 44A). No obstante, la RT-PCR sitio-especifica, que
emplea un oligonucledtido localizado en la region genomica de BCR y un oligonucledtido
contenido en el ADN donador (BCR qPCR F/Venus R, Figura 42, Tabla 6 y 7), mostr6
una banda del tamafio esperado unicamente en la condicion CRISPR/Cas9 + donor
(Figura 44A). La posterior secuenciacion por Sanger de los productos de PCR confirmo
la existencia de un ARNm quimérico BCR-CMV-Venus, que contenia un codon de
terminacion prematuro (CTP) y escapaba a los mecanismos celulares de degradacion del
ARN (NMD) (Figura 44B). Estos resultados, junto con la presencia de células
fluorescentes Venus® en los grupos control, sugieren una expresion inespecifica del
casete, cuando el ADN donador es aportado solo o con una Cas9 “no guiada”. Sin

embargo, la expresion sitio-especifica del casete, proveniente de la integracion mediante
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Figura 44. Analisis de la expresion del locus recombinado BCR/Venus. (A) RT-PCR sitio-inespecifica
(izquierda) y sitio-especifica (derecha) del ARNm de fusion BCR/Venus en células K562 parentales y electroporadas
(donor, Cas9 + donor y CRISPR/Cas9 + donor). (B) Secuenciacion mediante Sanger de la RT-PCR sitio-especifica
que muestra el ARNm procesado del locus BCR/Venus de las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap.
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HDR del ADN donador en el locus BCR/ABL, solo fue detectada cuando se administraron
todos los componentes del sistema CRISPR-Trap.

Una vez demostrada la correcta expresion del casete de interferencia, se procedid
a cuantificar los niveles de expresion del alelo quimérico BCR/Venus frente al alelo nativo
BCR/ABL en el conjunto (pool) de células electroporadas. Para ello, se utilizd6 un
oligonucleétido directo comun, hibridando en la secuencia de BCR (BCR qPCR FFigura
42, Tabla 7) y dos oligonucleotidos reversos hibridando en la region diferencial: ABL o
CMYV, respectivamente (ABL qPCR R o0 CMV gqPCR R, Figura 42, Tabla 7). La qPCR de
BCR/Venus mostrd una expresion significativa del alelo recombinado tnicamente en el
grupo celular CRISPR/Cas9 + donor, donde alcanz6 niveles de expresion 800 veces
mayores que en los grupos control (donor y Cas9 + donor) (Figura 45A). Contrariamente,
la qPCR de BCR/ABL, detectd unos niveles de ARNm del oncogén significativamente
menores (55,5 £ 9,5%), unicamente en el grupo de células CRISPR/Cas9 + donor,
demostrando el correcto funcionamiento del sistema CRISPR-Trap cuando todos sus

componentes son aportados (Figura 45B).
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Figura 45. Analisis de la expresion de BCR/Venus frente a BCR/ABL. qPCRs de BCR/Venus (A) y BCR/ABL (B)
de las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap y sus respectivos controles (donor y Cas9 + donor).

3.4 Elsistema CRISPR-Trap permite la seleccion de las células en las que se
ha eliminado BCR/ABL.

A fin de investigar si la expresion del gen reportero Venus permite la adecuada
seleccion de las células en las que BCR/ABL ha sido eliminado, se compararon, de forma
paralela, el conjunto de células electroporadas (del inglés pool) de cada condicion, con su

respectiva fraccion celular Venus®. La separacion de las células Venus® de la condicion
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CRISPR/Cas9 + donor, dio como resultado un nivel de expresion de BCR/Venus casi dos
veces mayor (176,9 = 11,1%) que el de su respectivo pool de células electroporadas,
reflejando un enriquecimiento en la fraccion celular portadora del alelo BCR/Venus tras
la seleccion por el gen reportero (Figura 46A). Sin embargo, en el resto de las condiciones
control (Cas9 + donor y donor), no se observaron diferencias significativas en la
expresion de BCR/Venus entre las células Venus™ seleccionadas y sus respectivos pools
sin seleccionar (Figura 46A).

Por otra parte, la cuantificacion por qPCR de los niveles de ARNm de BCR/ABL
en las fracciones celulares Venus™ de ambos grupos control, mostr6 altos niveles de
expresion del oncogén (94,8 + 5,9% de expresion con relacion al grupo donor), denotando
la expresion inespecifica del casete Venus en estas condiciones (Figura 46B). Sin
embargo, las células Venus™ seleccionadas a partir de la condicion CRISPR/Cas9 + donor,
mostraron una significativa reduccion de la expresion de BCR/ABL, de més de un 80%

(15,9 £ 3,5%) con respecto a los controles (Figura 46B).
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Figura 46. Analisis de expresion de BCR/Venus frente a BCR/ABL en las células seleccionadas por el sistema
CRISPR-Trap. (A) qPCR de BCR/Venus en el conjunto de células K562 electroporadas (pool) vs las células Venus+
de cada condicion experimental (donor, Cas9 + donor y CRISPR/Cas9 + donor). (B) qPCR de BCR/ABL en las células
Venus" seleccionadas de cada condicion experimental.

3.5 El sistema CRISPR-Trap dirigido hacia BCR/ABL promueve la

apoptosis e inhibe la proliferacion en la linea celular de LMC K562.

Con el objetivo de evaluar el efecto biologico de la estrategia CRISPR-Trap

dirigida hacia BCR/ABL, se analizaron los niveles de apoptosis y la capacidad
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proliferativa de cada grupo de células electroporadas (Figura 47). 48 horas después de la
electroporacion, el marcaje con Anexina V no mostré diferencias significativas entre las
células K562 parentales (7,9 + 1,2 u.f.) y los grupos control (29,4 + 3,5 u.f. y 57,7 + 10,3
u.f. en donor y Cas9 + donor, respectivamente) (Figura 47A). Por el contrario, las células
electroporadas con el sistema CRISPR-Trap completo mostraron niveles
significativamente mas altos de Anexina V (165,4 = 21,8 u.f.) con respecto a todos los
grupos control (Figura 47A).

El ensayo de proliferacion celular mostrd, 48 horas después de la electroporacion,
un numero de células similares entre las condiciones control (15.685 + 6.862 para la
condiciéon donor y 14.904 + 4.742 para la condicion Cas9 + donor) y el grupo de células
parentales (19.946 + 6.035). Sin embargo, las células del grupo CRISPR/Cas9 + donor,
presentaban un menor niimero de células (9.936 + 3.602; (Figura 47B). Tras 72 horas de
cultivo, se observd un aumento similar del nimero de células en todas las condiciones
control (parentales: 59.892 + 15.088, donor: 45.371 + 23.313, Cas9 + donor: 35.689 +
13.143; (Figura 47B). No obstante, las células de la condicion CRISPR/Cas9 + donor
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Figura 47. Efecto funcional del sistema CRISPR-Trap en células K562. (A) Analisis de expresion de Anexina V
por citometria de flujo de células K562 48 h después de la electroporacion con el sistema CRISPR-Trap (CRISPR/Cas9
+ donor) y controles (Parental, Parental + donor, Cas9 + donor). (B) Ensayo de proliferacion celular de K562
electroporadas con el sistema CRISPR-Trap y los controles durante 96 h en cultivo, y (C) Ensayo de proliferacion
celular de células K562 Venus * de cada condicion, durante 96 horas en cultivo (media +£ SEM; *** p < 0,001).
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continuaron reflejando una menor tasa proliferativa, mostrando un menor niimero de
células que el resto de las condiciones (13.622 + 4.739). Finalmente, tras 96 horas de
cultivo, se observo un numero de células similar en todas las condiciones (Figura 47B).
A fin de investigar la actividad tumoral de las células seleccionadas por el sistema
CRISPR-Trap, se repitio el ensayo de proliferacion in vitro con las células Venus®
obtenidas de cada condicion experimental. Nuevamente, las condiciones control donor y
Cas9 + donor, mostraron una alta tasa proliferativa, muy similar a la de las células
parentales, obteniéndose, tras 96 horas de cultivo, un numero de células de: 59.896 +
15.088 (parentales), 45.371 + 23.313 (donor) y 35.689 = 13.143 (Cas9 + donor) (Figura
47C). Sin embargo, la fraccion de células Venus™ del grupo electroporado con todos los
componentes del sistema CRISPR-Trap, exhibi6 una importante reduccioén en su tasa
proliferativa, con un numero de células significativamente menor a las 72 y 96 horas

(5.572 £2.465 y 6.117 £ 3.448, respectivamente) (Figura 47C).

3.6 El sistema CRISPR-Trap inhibe la actividad tumoral de BCR/ABL,
produciendo un beneficio terapéutico en un modelo de xenoinjerto de

LMC.

Finalmente, se analiz6 el efecto terapéutico in vivo del sistema CRISPR-Trap en
un modelo murino de xenoinjerto de LMC. Se seleccionaron las células fluorescentes
Venus" de los grupos de células electroporadas Cas9 + donor y CRISPR/Cas9 + donor,
asi como el mismo numero de células vivas parentales, para inyectarlas por via
subcutdnea en ratones NSG, dejando que los tumores se desarrollaran durante 23 dias
(Figura 48).

El crecimiento de los tumores durante los 23 dias posteriores a la inyeccion reveld
una importante actividad oncogénica de las células Venus* del grupo Cas9 + donor, dando
lugar a tumores de un volumen final de 1.433,8 + 219,6 mm?, valor muy similar al
obtenido en las mediciones de los tumores de la condicion control K562 parentales
(1.584,6 +453,8 mm?) después 23 dias (Figura 48A y B). Sorprendentemente, las células
Venus® seleccionadas a partir de la condicion CRISPR/Cas9 + donor, desarrollaron
tumores un 90% mas pequefios (166,8 + 71,6 mm? a los 23 dias tras la inyeccion, Figura
48A y B) que los obtenidos en los controles, reflejando una efectiva inhibicién de la

actividad tumoral en las células seleccionadas por el sistema CRISPR-Trap.
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Figura 48. Efecto in vivo del sistema CRISPR-Trap dirigido hacia BCR/ABL. (A) Imagen externa de los ratones
y tumores desarrollados 23 dias después de la inyeccion celular subcutanea. (B) Crecimiento del tumor (mm3)
durante los 23 dias siguientes a la inyeccion celular subcutanea. Después de 23 dias, se sacrificaron los ratones y se
midié su masa tumoral. Los graficos muestran las medias y el SEM; ** p < 0,01, *** p < 0,001). (C) Analisis
histologico de los tumores. Tincién con hematoxilina/eosina e inmunohistoquimica contra el marcador de

proliferacion Ki67 del tumor desarrollado tras la inyeccion de células Cas9 + donante y CRISPR/Cas9 + donante
(aumento de 20X).

Consecuentemente, la masa de los tumores, medida a los 23 dias, tras el sacrificio de los
animales, revel6 una masa tumoral significativamente menor en la condicion
CRISPR/Cas9 + donor que en los respectivos controles (0,13 + 0,06 g frente a 1,3 + 0,2
g en la condicion parental y 1,4 £ 0,2 g en la condicion Cas9 + donor) (Figura 48A y B).
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El analisis histologico mediante la tincion de los tumores con hematoxilina/eosina,
revel6 un numero significativamente menor de células tumorales viables, en los tumores
derivados de las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap completo (Figura
48C). De igual forma, esta reduccion de la capacidad oncogénica en las células corregidas
por el sistema CRISPR-Trap se correspondié con una fuerte disminucion de del nlimero
de células Ki-67* dentro del tumor, en comparacion con los controles (Figura 48C).
Sugiriendo asi una alta capacidad antioncogénica del sistema CRISPR-Trap contra

BCR/ABL en el modelo de LMC.
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DISCUSION

La leucemia mieloide cronica es una neoplasia mieloproliferativa que representa
entre el 15 y el 20% de todos los nuevos diagnoésticos de leucemia en adultos [33]. La
Sociedad Americana Contra el Céancer estima que para el ano 2022, 8.860 nuevos casos
de LMC seran diagnosticados y alrededor de 1.220 personas falleceran a causa de esta
enfermedad [251]. Desde la introduccion en la préctica clinica en el afo 2000 de los
inhibidores de la tirosina quinasa (TKIs) el panorama terapéutico de la LMC ha cambiado
drésticamente, aumentando la tasa de supervivencia a 10 afios desde un 20% a la actual
de un 80-90%, y equiparando la esperanza de vida de los pacientes a la de personas sanas
de su misma edad [85,252]. Sin embargo, aspectos como la toxicidad de estos farmacos
o la aparicion de resistencias a los mismos, en su mayoria debidas al desarrollo de
mutaciones punttales en el dominio TK del oncogén BCR/ABL, ocasiona que hasta un
33% de los pacientes no logre una respuesta Optima a la terapia [88,90]. Las notables
mejoras en el diagndstico y monitorizacion de la enfermedad, impulsadas principalmente
por las técnicas de secuenciacion masiva (NGS), han conseguido solventar parte de estos
problemas, posibilitando la eleccion del tratamiento de una forma mas dirigida [89]. De
esta forma, se identifican mutaciones concretas que predisponen a la resistencia a ciertos
tipos de tratamientos de TKIs y la buena respuesta a otros [90]. No obstante, la necesaria
cronificacion del tratamiento continia potenciando la aparicion de resistencias, y pese a
los extraordinarios esfuerzos de la comunidad cientifica en el desarrollo de nuevos TKIs
de segunda y tercera generacion [89], la busqueda de terapias alternativas se vuelve
imprescindible.

En este escenario, el trasplante alogénico de médula 6sea (Alo-TMO), es la Gnica
terapia de rescate actual para la LMC y continua siendo la terapia estandar en muchas
otras enfermedades hematopoyéticas de origen genético [74,75]. Sorprendentemente, el
numero de pacientes de LMC sometidos a Alo-TMO, que se vio significativamente
reducido tras la llegada de los TKIs, ha comenzado a aumentar en los ultimos afios, a
medida que lo ha hecho la prevalencia de la enfermedad [33]. Ademas del papel
fundamental que juega esta terapia en estadios mas avanzados de la enfermedad, el Alo-
TMO continua siendo una opcion terapéutica muy importante para los pacientes con LMC
en fase cronica que no han respondido a dos 0 mas TKIs, numero que se estima en un 2%

cada afio [33]. El Alo-TMO es, de hecho, la tnica terapia curativa disponible para la
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LMC, sin embargo, su uso se ve limitado por la severidad de los procedimientos ablativos
previos al trasplante y la escasa disponibilidad de donantes histocompatibles [77]. Asi
mismo, los importantes efectos secundarios, relacionados principalmente con la
enfermedad de injerto contra huésped (del inglés graft versus host disease o GVHD), la
aparicion de infecciones y el fracaso de injerto, siguen acotando el éxito de esta
intervencion terapéutica [74,76].

Teniendo en cuenta estas limitaciones, y debido a los enormes avances
experimentados durante los ultimos afios en el campo de la terapia génica, la correccion
genética en enfermedades hematopoyéticas ha comenzado a representar una valiosa
oportunidad terapéutica, alternativa al Alo-TMO [253]. Gracias a sus singulares
caracteristicas de autorrenovacion y multipotencia, las células madre hematopoyéticas
(CMH) se consideran un objetivo ideal para corregir defectos genéticos caracteristicos de
enfermedades hematoldgicas. Dado que la modificacion genética in vivo de las CMH es
un proceso altamente ineficiente, las terapias génicas hematopoyéticas actuales se basan
en la recoleccion y posterior manipulacion ex vivo de dichas CMH [254]. A continuacion,
las células corregidas son refundidas en el paciente, evitando con ello la posibilidad de
rechazo del injerto y los graves efectos secundarios debidos al GVHD. Mientras que los
primeros ensayos clinicos de terapia génica en CMH se basaron en enfoques no dirigidos,
utilizando vectores virales capaces de sobreexpresar proteinas terapéuticas [255,256], las
estrategias mas actuales han comenzado a utilizar enfoques més precisos, basados en la
edicion gendmica. Asi, en 2019 se aprobd el primer ensayo clinico de correccion de CMH
ex vivo, mediante CRISPR/Cas9, para el tratamiento de las enfermedades monogénicas
B-talasemia y la enfermedad de células falciformes. La base del tratamiento, en ambos
casos, es la eliminacion mediante CRISPR/Cas9 del gen BCLI1A4, un factor de
transcripcion que reprime la expresion de la hemoglobina fetal, proteina capaz de rescatar
el fenotipo de los pacientes [257]. Los estudios retrospectivos realizados hasta la fecha
han mostrado resultados prometedores, aumentando cada afio el numero de pacientes
beneficiados con el tratamiento [258]. Reflejo de ello, es el inicio, a finales del 2022, de
tres ensayos clinicos mas para el tratamiento de la enfermedad de células falciformes, uno
de ellos dirigido a la correccion especifica del gen mutado en la enfermedad [259-261].

Dentro del grupo de enfermedades para las que la terapia génica en CMH podria
constituir una valiosa estrategia terapéutica, se encuentra la LMC. Como ya se ha
mencionado, la LMC representa un paradigma de cancer de origen monogénico, en el que

todos los aspectos patologicos de la enfermedad son atribuibles a la expresion de un unico
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gen. La eliminacion mediante CRISPR/Cas9 del oncogén BCR/ABL en las CML de los
pacientes de LMC podria constituir una terapia curativa definitiva para la enfermedad,
especialmente importante para el grupo de pacientes no respondedores a los tratamientos
con TKIs en los que no exista la posibilidad de realizar un trasplante alogénico. Asi
mismo, una estrategia basada en la correccion de las CML propias del paciente,
constituiria la prueba de concepto para evaluar las posibilidades de la terapia génica ex
vivo en neoplasias hematoldgicas, en la que han de abordarse nuevos retos. El principal
desafio de este tipo de terapias radica en la inherente eficiencia del proceso de edicion,
que va a repercutir directamente en el numero de eventos residuales no editados,
responsables de la aparicion de recaidas. En este contexto, la busqueda de sistemas de
edicion altamente eficientes, junto con la aplicacion de estrategias de seleccion de las
CML corregidas previas al trasplante cobran especial importancia. Asi pues, garantizar
una terapia génica eficiente, ademas de efectiva, para el tratamiento de neoplasias
hematologicas, resulta fundamental para la implementacion de este tipo de

aproximaciones en la rutina clinica.

1. EL SISTEMA CRISPR/CAS9 DUAL PROPORCIONA MAYOR
EFICIENCIA EN LA GENERACION DE ALELOS NULOS EN EL
ONCOGEN BCR/ABL, REPECTO A SISTEMAS DE UNA GUIA UNICA.

La generacion de rupturas de doble cadena (DSB) en el ADN mediante la
tecnologia CRISPR/Cas9 es la base para la produccion de alelos nulos en ensayos de
silenciamiento génico. En la mayoria de los casos, el efecto nulo se consigue a través del
mecanismo celular de reparacion NHEJ para introducir mutaciones de tipo INDEL en la
secuencia codificante de los genes, alterando asi el marco de lectura. El empleo de este
sistema ofrece una serie de ventajas, como la sencillez de disefio o la alta eficiencia del
proceso de reparacion, que no se ve restringida a fases concretas del ciclo celular. Sin
embargo, uno de los principales inconvenientes de esta estrategia es la gran
heterogeneidad y, por tanto, la poca predictibilidad del proceso de edicidon, que se
encuentra supeditado a la variabilidad de los mecanismos de reparacion. Concretamente,
la aleatoriedad en el tamafio de los INDELs generados por NHEJ provoca que, en un
porcentaje de los casos, las mutaciones generadas sean de tipo in frame (mutaciones de
+3, -3 o multiplos de 3 pb), por lo que la produccion de células KO completas en un solo
paso no siempre es posible. Este aspecto, que reduce en gran medida la efectividad del

proceso, resulta critico para las estrategias de terapia génica, especialmente para aquellas
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enfocadas al tratamiento de neoplasias, como es el caso de la LMC. En estas
aproximaciones, si existe una eficiencia aceptable en el proceso de entrega de los
componentes CRISPR, el paso clave para el éxito de la terapia radica en la efectividad de
las sgRNAs disefiadas para eliminar el oncogén implicado. Por todo ello, durante los
ultimos afios han surgido numerosos trabajos enfocados en conseguir una edicion génica
mas dirigida, eficiente y reproducible. Asi, encontramos estrategias como la eliminacién
de exones completos [262], la edicion mediante base editors para introducir codones
STOP prematuros en secuencias concretas [263], la aplicacion estudios bioinforméaticos
sobre el contexto de la secuencia de las sgRNAs que tratan de predecir el espectro de
ediciones generadas [264], el uso de sgRNAs dirigidas hacia secuencias del splicing [265]
o la produccion de deleciones especificas mediante el empleo de dos sgRNAs [246].

Concretamente, y por los beneficios que ofrecen, como primer objetivo de la
presente tesis doctoral se evaluaron las eficiencias de generacion de alelos KO de un
sistema CRISPR de guia Unica, dirigida hacia los sitios de procesamiento intrénico y un
sistema CRISPR dual, que generara deleciones especificas en la secuencia codificante.

En la primera de las estrategias, el uso de una sgRNA dirigida a las secuencias
canonicas del splicing podria incrementar la eficiencia de generacion de alelos nulos de
dos formas independientes: mediante la posibilidad de inducir mutaciones de tipo
frameshift en la secuencia codificante y/o mediante la alteracion de la secuencia canonica
del splicing. Existen varias evidencias que apoyan la idea de que dirigir el sistema
CRISPR/Cas9 hacia los sitios de procesamiento intronico conduciria a la generacion de
alelos nulos de forma mas efectiva. Estd bien documentado que alteraciones en las
secuencias candnicas del procesamiento intronico afectan a los patrones de corte y
empalme de los pre-ARNs y generan una gran cantidad de mutaciones de pérdida de
funcién [265,266]. Asi mismo, la existencia del mecanismo celular de NMD (nonsense-
mediated mRNA decay) altamente conservado, que media la degradacion de ARNs
erroneamente procesados o con intrones retenidos, ayudaria a asegurar la generacion de
alelos nulos [267].

Por todo ello, en este trabajo, se compard la eficiencia de generacion de alelos KO
de sgRNAs dirigidas hacia secuencias internas exonicas y sus equivalentes, dirigidas
hacia la secuencia donadora del splicing en 5°, empleando, de forma preliminar, el gen de
la tirosinasa (7yr) como gen reportero. El locus 7yr, que codifica para la enzima
tirosinasa, encargada de la sintesis de melanina, ha sido ampliamente utilizado como gen

reportero en numerosos estudios [248,268] al permitir una rapida monitorizacién in vivo
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de la edicion génica. El andlisis de la edicion gendmica in vitro del gen Tyr, empleando
lineas celulares murinas y humanas, mostré frecuencias de edicion muy similares para
ambas guias en ambas especies. Asi mismo, se observo que la mayoria de las mutaciones
generadas correspondian a pequefios INDELSs, reflejando la reparacion del DSB mediante
union de extremos no homologos (NHEJ). Sin embargo, el andlisis in silico de las
variantes alélicas generadas para cada una de las guias mostr6 diferentes eficiencias de
generacion de alelos KO. En el caso de las guias dirigidas hacia secuencias internas
exonicas, tan solo un 70% de las variantes alé¢licas generadas conducirian a fenotipos de
perdida de funcién, mientras que el porcentaje restante correspondia a mutaciones in
frame, que preservarian el marco de lectura. Sorprendentemente, en el caso de las guias
dirigidas hacia secuencias del splicing la totalidad de los alelos editados portaban
mutaciones de tipo nulo, al encontrarse alterada la secuencia canonica del splicing en 5’
en el 100% de las ediciones.

En los ensayos in vivo, utilizando embriones de ratén, la secuenciacion de la
region diana destacd las mismas variantes alélicas en los embriones mantenidos hasta la
fase de blastocisto y en las camadas de ratones nacidas. El andlisis fenotipico de las
camadas reflejo un aumento de la eficiencia de generacion de alelos nulos por parte de la
guia dirigida contra la secuencia del splicing, obteniéndose, tras la edicion de una camada
con dicha guia, un ratéon albino, dos mosaicos y dos con coloraciéon del pelaje.
Contrariamente, todos los individuos nacidos de la camada editada con la guia exdnica
mostraron pelaje negro. A fin de corroborar los hallazgos in silico, se secuenciaron las
variantes alélicas encontradas en todos los ratones nacidos en ambos grupos. Ademas de
la obtencion de un raton WT, no editado en ninguno de sus alelos, el resto de los ratones
con coloracion del pelaje nacidos de la camada editada con el sistema dirigido a la
secuencia exonica portaban INDELs en uno o mas de sus alelos. Interesantemente, se
encontraron ratones con el pelaje negro en su totalidad, que portaban mutaciones de tipo
in frame en ambos alelos, lo que corroboré los datos obtenidos in silico y demostrd que
la introduccion de INDELSs en la secuencia codificante de un gen no siempre lleva a su
silenciamiento. Por el contrario, en la camada derivada de la edicion con la guia en contra
de la secuencia del splicing se detectaron ratones albinos o mosaicos que, pese a portar
mutaciones de tipo in frame, conducian a alelos KO al tener alterada la secuencia
donadora del splicing en 5°. Estos resultados demostraron que el empleo de guias
dirigidas hacia las secuencias canonicas del splicing aumenta la eficiencia del sistema

CRISPR/Cas9 para generar alelos nulos.
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Una vez corroborados nuestros ensayos preliminares, empleando el gen 7y como
reportero, esta estrategia de edicion fue trasladada al oncogén BCR/ABL responsable de
la LMC. La eliminacion de la secuencia codificante de BCR/ABL, empleando estrategias
de edicion gendmica, ha sido objeto de estudio de diversos trabajos durante los ultimos
afios. En 2017, un trabajo publicado por nuestro grupo demostrd por primera vez que el
sistema CRISPR/Cas9 elimina eficientemente el oncogén BCR/ABL, revirtiendo su
actividad tumorogénica [269]. En este trabajo, el empleo de una linea celular murina que
expresa el oncogén humano de BCR/ABL como modelo de LMC, permitié disefiar una
sgRNA dirigida hacia la secuencia de fusion especifica de BCR/ABL. Sin embargo, en el
caso de los pacientes de LMC, existen diferentes transcritos de fusion BCR/ABL (p210,
pl90 o p230) y dentro de ellos, la secuencia intronica especifica resultante de la
traslocacion t(9:22), es virtualmente Unica para cada paciente [124]. Como resultado,
dirigir el sistema CRISPR/Cas9 hacia la region de fusion del oncogén es una estrategia
dificilmente aplicable en la practica clinica. Por ello y a fin de conseguir una terapia mas
flexible y clinicamente aplicable, la mayoria de los trabajos publicados se han centrado
en dirigir el sistema de edicion hacia secuencias comunes de BCR [270] 0 ABL [271,272].
Siguiendo esta Ultima estrategia, en este trabajo se disefio y compar6 la eficiencia de
eliminacion de BCR/ABL por parte de guias dirigidas contra la secuencia exdnica y contra
la secuencia donadora del splicing, dirigidas hacia el dominio TK del gen 4BL, en una
linea celular humana de LMC. Interesantemente, la eliminacion de la expresion del
oncogén mediante la guia dirigida hacia la secuencia donadora del splicing en 5’ resultd
en un aumento significativo de la apoptosis de la linea celular BCR/ABL-dependiente.
Todo ello demostré que el empleo de guias dirigidas hacia las secuencias del splicing es
una valiosa estrategia para incrementar la eficiencia de eliminacion de oncogenes,
especialmente en aquellos casos en los que la seleccion celular no sea una opcion y los
vectores de entrega de sistema de edicion solo permitan la utilizacion de una guia.

Por otra parte, en aquellos casos en los que si es posible el empleo de més de una
sgRNA, una alternativa atractiva para la generacion de alelos nulos es la de utilizar un
sistema CRISPR dual. Diversos estudios demuestran que el empleo de dos guias CRISPR,
situadas lo suficientemente cerca entre si, conduce preferencialmente a la eliminacion de
la secuencia comprendida entre los sitios de corte de ambas guias [246,247]. De esta
forma, el sistema ofrece una cierta predictibilidad sobre los procesos celulares de
reparacion del ADN, que van a promover la generacion de deleciones especificas en el

locus diana, en detrimento de la produccion de INDELS aleatorios. Asi pues, la
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eliminacion dirigida de una regién gendmica concreta ofrece la oportunidad de predecir
in silico el efecto de la mutacidon a generar, garantizando la produccioén de un codén de
parada prematuro y, por tanto, la pérdida de funcidon del gen. Por otra parte, el uso de
deleciones para eliminar genes permite monitorizar rapidamente el conjunto de células
editadas, al poder visualizar el alelo delecionado mediante PCR. A fin de evaluar la
eficiencia de generacion de alelos nulos mediante esta estrategia, se disefid un sistema
CRISPR dual para inducir una delecion de 101 pb en el dominio TK de ABL. La
amplificacion mediante PCR de la secuencia gendémica de interés donde se puede
observar la secuencia delecionada corroboré la posibilidad de monitorizacion y
seguimiento de las células editadas. Sorprendentemente, y contrastando con los resultados
obtenidos mediante el uso de sgRNAs unicas, el andlisis de las secuencias mostro
unicamente dos tipos de ediciones generadas por parte del sistema CRISPR dual: una
variante portadora de INDELs generados por cada una de las guias y una variante
portadora de la delecion especifica de 101 pb. Mas aun, la cuantificacion de la frecuencia
de cada una de las variantes revel6 una inusual consistencia en las ediciones generadas,
donde la obtencion de la delecion esperada se daba en mas del 90% de las secuencias
editadas. Consecuentemente, la cuantificacion de los niveles de apoptosis, reflejo de la
perdida de actividad oncogénica de BCR/ABL, aumentaron significativamente en el grupo
de células editadas por parte del sistema dual, alcanzando niveles incluso mayores que
los obtenidos mediante el empleo de guias unicas, dirigidas tanto a la secuencia exdnica
como a la del splicing. Estos resultados demostraron que el uso de un sistema CRISPR
dual ofrece, no solo un accesible seguimiento de las células editadas, sino también una
eficiente eliminacion de la expresion de oncogenes, permitiendo una alta predictibilidad

del genotipo resultante.

2. EL SISTEMA CRISPR/CAS9 DUAL ELIMINA LOS EFECTOS
ONCOGENICOS DE BCR/ABL Y REESTABLECE LA
HEMATOPOYESIS FISIOLOGICA EN UN MODELO MURINO DE
TRASPLANTE ORTOTOPICO DE LMC.

Durante los ultimos afios, el niimero de investigaciones centradas en la
eliminacion del oncogén de fusion BCR/ABL mediante el empleo de nucleasas de edicion
gendmica ha crecido enormemente. Asi mismo, el desarrollo de modelos murinos que
mimetizan la LMC humana y de ratones inmunodeficientes para el injerto de CMH

humanas han brindado nuevas oportunidades para evaluar la aplicacion terapéutica de
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estas estrategias. Estudios previos basados en CRISPR/Cas9, llevados a cabo por nuestro
grupo [269], y otros posteriores utilizando nucleasas de dedos de zinc (ZFN) [270] o un
sistema CRISPR asociado a nucleasas Fokl [273] han demostrado el potencial de una
terapia génica anti BCR/ABL, capaz de revertir los efectos oncogénicos de la proteina de
fusion, de forma similar a lo descrito con el uso de los TKIs. En 2020, el equipo de Shu-
Huey Chen emple6 por primera vez células mononucleadas de sangre periférica (PBMC)
de pacientes con LMC para evaluar una estrategia anti ABL, basada en CRISPR/Cas9
[272]. Los autores realizaron la transduccion ex vivo de las PBMC utilizando un vector
lentiviral conteniendo una guia CRISPR dirigida hacia el ex6n 2 de ABL. Sus resultados
reflejaron un aumento significativo de la apoptosis de las células tumorales transducidas,
en un modelo sistémico de xenoinjerto de LMC y demostraron por primera vez, que la
eliminacion del locus ABL WT no desencadenaba efectos adversos en la produccion del
linaje de células T. Recientemente, Rodriguez-Perales S. y colaboradores, han
desarrollado un nuevo enfoque, basado en el uso de dos guias para inducir grandes
deleciones y eliminar selectivamente oncogenes de fusion [274]. Los investigadores
disefiaron una combinacion de dos sgRNAs, dirigidas a la region del intron 8 de BCR y
el intron 1 de ABL, para inducir una delecion de 133,9 kb unicamente en el locus de fusion
BCR/ABL, empleando una linea celular humana de LMC. Interesantemente, las células
transducidas mediante vectores adenovirales mostraron una reduccion tumoral de mas del
80%, en un modelo murino de xenoinjerto empleando ratones inmunodeficientes.

No obstante, y pese a los prometedores resultados obtenidos en estos estudios
preliminares, empleando lineas celulares, aun existen cuestiones criticas sin resolver
sobre la capacidad de injerto, la multipotencia o el hipotético beneficio terapéutico de las
células madre leucémicas (CML) editadas mediante CRISPR. En el presente trabajo,
demostramos por primera vez la capacidad de un sistema CRISPR dual para eliminar de
manera eficiente BCR/ABL, no solo en lineas celulares murinas y humanas, sino también
en CML primarias (Lin") de un modelo murino de LMC y CML humanas (CD34") de
pacientes de LMC. El sistema CRISPR dual, que emplea dos sgRNAs para inducir una
delecion corta, de 101 pb en el dominio TK de ABL que, ademas, conduce a la formacion
de un coddn de parada prematuro, es capaz de producir alelos BCR/ABL nulos, evitando
la expresion del oncogén a nivel de ARNm y, por tanto, de la oncoproteina. La presencia
de este stop prematuro parece ser la causa de la activacion de mecanismos de decaimiento
del ARN (NMD), mediante los cuales, cuando la célula detecta transcritos sin sentido o

con stop prematuros, se activa su degradacion impidiendo finalmente su traduccion [267].
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Ademas, la generacion de esta delecion especifica permitid el rapido seguimiento de las
células editadas y sus descendientes, tanto en lineas celulares, como en células primarias
leucémicas. La ausencia de actividad BCR/ABL suprimi6 los efectos oncogénicos sobre
la supervivencia y la proliferacion en las lineas celulares de LMC editadas. Asi mismo,
los ensayos in vitro empleando células madre leucémicas, reflejaron una significativa
reduccion de la proliferacion tumoral, ligada a un significativo aumento de la apoptosis,
y una profunda inhibicion de la capacidad clonogénica de las CML editadas. Cabe
destacar, que una expresion residual de BCR/ABL fue detectada en todos los ensayos con
CML, murinas o humanas. Dada la imposibilidad de seleccion de las células
correctamente editadas, y debido a la eficiencia intrinseca de los procesos de entrega y
edicion, la existencia de eventos residuales sin editar resulta, en la actualidad, inevitable.
No obstante, y a pesar de esta limitacion, el sistema logré una importante reduccion en la
expresion del oncogén y un beneficio terapéutico significativo en modelos murinos y
xenoinjertos derivados de células de pacientes.

Por otro lado, y a fin de garantizar el éxito terapéutico de una estrategia anti
BCR/ABL, basada en CMH, para el tratamiento de la LMC, se deben atender cuestiones
tales como si las CML editadas son capaces de mantener su potencialidad y dar lugar a
una hematopoyesis fisiologica, evitando el sesgo mieloide propio de la patologia. Mandal
y colaboradores demostraron en el 2014 la eficacia de un sistema CRISPR dual para
eliminar genes en células madre y progenitores hematopoyéticos de individuos sanos,
preservando la multipotencialidad de las células CD34" editadas [275]. Sin embargo,
estas cuestiones ain no han sido abordadas en el caso de células madre leucémicas
editadas mediante CRISPR/Cas9. Por ello, y con el fin de resolver estas incognitas, se
llevaron a cabo ensayos de trasplante de médula 6sea (TMO), utilizando ratones
inmunodeficientes NSG como receptores, para estudiar in vivo la multipotencia de las
CML murinas y humas editadas [276]. En el caso de los trasplantes de CML de raton, se
utilizé un modelo murino transgénico de LMC como donante, para evaluar la capacidad
de injerto y multipotencia de las CMLm editadas mediante CRISPR/Cas9. A diferencia
de los controles, estos trasplantes mostraron poblaciones fisioldgicas de células mieloides
y linfoides. Es importante destacar que no se detectdé un sesgo mieloide en la
hematopoyesis generada a partir de las células editadas, al menos 120 dias después del
TMO, demostrando la capacidad del sistema de edicion para suprimir el potencial
oncogénico de las células leucémicas BCR/ABL". Asi mismo, en estos ratones no se

observaron sintomas clinicos de la enfermedad, como esplenomegalia o un aumento
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patologico de los niveles de granulocitos (células Grl"), caracteristicos del modelo
murino de LMC [277] y detectados en los trasplantes control. A fin de estudiar la
evolucion de los trasplantes con respecto al estadio clinico de la enfermedad,
estrechamente relacionado con la carga tumoral, se cuantificaron los niveles de células
Grl" a lo largo de un periodo de 180 dias tras el trasplante. En los trasplantes control, de
CML sin editar, se detectd un incremento progresivo de la poblacion hematopoyética
Grl", reflejando el desarrollo de LMC en este grupo de ratones. Sin embargo, todos los
ratones injertados con células leucémicas editadas mediante el sistema CRISPR dual
mostraron niveles menores de células Grl™ que los detectados al inicio del ensayo. Todo
ello demostré por primera vez que el sistema de edicion CRISPR/Cas9 dual es capaz de
restaurar una hematopoyesis fisioldgica, produciendo un beneficio terapéutico en un
modelo murino de LMC.

Con el objetivo de determinar si estos resultados eran reproducibles en células
humanas, se realizaron ensayos similares de TMO, empleando células madre leucémicas
humanas obtenidas de pacientes de LMC en fase cronica. En base a lo publicado en
estudios previos, el injerto exitoso fue definido por la existencia de al menos un 0,1% de
células CD45" humanas en médula 6sea [276]. Todos los ratones trasplantados incluidos
en el estudio presentaron injertos de entre 0,7% y 9,4%, corroborando el mantenimiento
de la capacidad de migracion y autorrenovacion de las CML editadas y sin editar. De
acuerdo con los resultados descritos por Mandal y colaboradores [275], se observé la
presencia, 120 dias después del TMO, de células CD45" derivadas de las CML editadas
trasplantadas. Mds autn, la deteccion de la delecion producida en la region gendmica de
interés de las principales poblaciones hematopoyéticas humanas encontradas en los
injertos de los ratones demostré que las células editadas para BCR/ABL y trasplantadas
contribuyen s6lidamente a la hematopoyesis humana generada.

De forma analoga a resultados de trabajos anteriores, los trasplantes controles,
empleando células CD34" procedentes de individuos sanos generaron una hematopoyesis
fisiologica, caracterizada por una alta proporcion de células B, bajos niveles de células T
y la ausencia de sesgo mieloide. Interesantemente, los ratones trasplantados con CML
editadas mediante el sistema CRISPR dual, mostraron una hematopoyesis muy similar a
la obtenida en estos trasplantes fisioldgicos, contrastando con los trasplantes con CML
sin editar que desarrollaron un trastorno mieloproliferativo, similar al generado en los
trasplantes control de células CD34" leucémicas, y definido por una alta proporcion de

células mieloides CD14" y CD117*. Asi mismo, la expresion de los marcadores CD117
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y CDI19 se correlacioné negativamente cuando se analizaron todos los injertos. Se
encontraron altos niveles de células CD117* y bajos niveles de células CD19* en todos
los ratones trasplantados con CML sin editar, mientras que se observé un resultado
inverso en los ratones NSG trasplantados con las células leucémicas editadas. De acuerdo
con esto, estudios como el de Eisterer y colaboradores han asociado esta correlacion
inversa entre ambos marcadores con un fenotipo mieloide y, por tanto, con la progresion
de la LMC [278].

Asi mismo, a fin de detectar posibles cambios en el patron de expresion entre las
CML editadas y las CML control, debidos a la ausencia de actividad de BCR/ABL, se
compard el perfil transcriptomico de ambas poblaciones celulares mediante RNA-seq.
Interesantemente, se hallaron numerosos genes diferencialmente expresados entre ambos
grupos, muchos de los cuales ya habian sido descritos en estudios transcriptdmicos
comparativos entre CMH de individuos sanos y CML de pacientes con LMC [279] o
incluso entre CML de pacientes, antes y después del tratamiento con TKIs [280]. Asi, en
los grupos de células corregidas para BCR/ABL se detect6 una reduccion en la expresion
de genes tipicamente sobreexpresados en las células madre hematopoyéticas de pacientes
con LMC. Entre estos genes infraexpresados en las CML editadas, encontramos otros
receptores tirosina quinasa como EPHB6, cuya expresion también se ve reducida en las
CML de pacientes tras el tratamiento con TKIs [281], supresores de la sefalizacion de
citoquinas (SOCSI-3 y CISH) [282] y diferentes proteinas de membrana, como el
marcador de superficie CD32 (FCGR2A), caracteristico de la poblacion celular leucémica
[279], o las proteinas TMEM158 y TMEM?273, implicadas en la proliferacion y
progresion tumoral de diferentes tipos de cancer [283,284]. Por el contrario, entre los
genes sobreexpresados en las fracciones celulares editadas, con respecto a las CML sin
editar, encontramos diferentes supresores tumorales, tales como PDCD4 [285], SCIN
[286], SERPINII [287], TRANKI [288] o TUBBI [289], cuya expresiOn se encuentra
reducida en LMC y otros tipos de cancer, asociandose a un aumento en la proliferacion y
supervivencia celular, una inhibicion de la apoptosis y una mayor progresion tumoral.

De esta forma, nuestros resultados demuestran que el sistema CRISPR/Cas9 dual
es capaz de abolir el efecto oncogénico de BCR/ABL, dando lugar a una diferenciacion
hematopoyética corregida después del TMO de las células madre leucémicas editadas.
Mas importante aun, las CML editadas mediante el sistema CRISPR dual son capaces de
mantener sus caracteristicas multipotenciales y restaurar una hematopoyesis fisiologica,

evitando el sesgo mieloide. En conjunto, todos estos resultados constituyen la prueba de
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concepto de que la eliminaciéon gendémica de BCR/ABL mediante el sistema
CRISPR/Cas9, es opcion terapéutica para el tratamiento de la LMC, especialmente para

aquellos pacientes en los que la terapia basada en TKIs no es efectiva.

3. LA APROXIMACION CRISPR-TRAP PERMITE LA SELECCION DE
LAS CELULAS EN LAS QUE LA EXPRESION DE BCR/ABL HA SIDO
ELIMINADA PARA SU POSTERIOR TRASPLANTE.

El campo de la terapia génica aplicada a los trastornos hematopoyéticos
monogénicos ha avanzado significativamente durante las Gltimas dos décadas, pasando
de ser una estrategia prometedora para convertirse en una realidad terapéutica. En este
contexto, la terapia génica basada en CMH autdlogas se beneficia de toda la experiencia
adquirida en el proceso de trasplante de médula dsea alogénico y en la extraccion y
manipulacion de las CMH mediante seleccion de las células CD34", evitando ademas
todos los riesgos inmunologicos asociados al proceso de Alo-TMO [253]. La terapia
génica basada en CMH aut6logas ha demostrado su potencial curativo, especialmente en
aquellas patologias en las que la correccion génica confiere una ventaja proliferativa a las
células editadas y la consecucion de ciertos niveles de quimerismo de las células
corregidas en el injerto, es suficiente para producir beneficios terapéuticos completos
[290]. Sin embargo, existen otros escenarios, como es el caso de la terapia génica para la
eliminacion de oncogenes, en los que alcanzar ciertos niveles de quimerismo de células
corregidas no es suficiente para lograr un tratamiento efectivo y definitivo.

Como ya se ha mencionado, y pese a los prometedores resultados obtenidos en las
terapias anti BCR/ABL para el tratamiento de la LMC, garantizar la ausencia de células
residuales sin editar resulta imperativo para asegurar el éxito de la terapia. Una posible
solucion a esta problematica es emplear una estrategia que permita la edicion y seleccion
in vitro de las CMH corregidas. Este enfoque superaria una de las principales limitaciones
técnicas, como es la baja eficiencia de edicion y ofreceria nuevas posibilidades, como la
expansion in vitro de la poblacion celular editada antes de su reinfusion al paciente. Asi
pues, en este trabajo se muestra por primera vez una estrategia, denominada CRISPR-
Trap, que combina un sistema de trampa génica con la tecnologia CRISPR/Cas9, y
permitira la eliminacion genémica de BCR/ABL y la expresion simultanea de un marcador
celular seleccionable.

La trampa génica o captura de genes es una tecnologia de mutagénesis insercional,

ampliamente utilizada durante los ultimos 20 afios, que se basa en el uso de
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construcciones de ADN que se integran al azar en el genoma, provocando la interrupcion
de la expresion de los genes “capturados” y permitiendo su identificacion mediante genes
reporteros [291]. Clasicamente, las construcciones de trampa génica contienen un gen
reportero sin promotor flanqueado en su extremo 5’ por una secuencia aceptora del
splicing SA (del inglés splicing acceptor) que permita que el fragmento sea reconocido
como exon, y una sefal de poliadenilacion (polyA) en el extremo 3’ que asegure el
silenciamiento del gen [292]. Adicionalmente, en determinados casos, el sistema puede
ser direccionado a una secuencia especifica del genoma, mediante la adicion de brazos de
homologia en ambos flancos del casete. Sin embargo, una de las grandes limitaciones de
esta estrategia de trampa génica es que se basa en los mecanismos celulares endogenos
de recombinacion homologa (del inglés homology directed repair o HDR), muy poco
frecuentes y, por tanto, poco eficientes. Sin embargo, el sistema CRISPR-Trap eludiria
este obstaculo al emplear el eficiente sistema de edicion CRISPR/Cas9 para dirigir la
integracion, mediada por homologia, hacia secuencias gendomicas especificas.

La estrategia CRISPR-Trap une la tecnologia CRISPR/Cas9, que se dirige a la
secuencia especifica de fusion BCR/ABL, con un ADN donador no viral de trampa génica
que se insertara via HDR. El ADN donador de la trampa génica contiene una secuencia
aceptora del splicing, que asegura la interrupcién del marco de lectura de BCR/ABL,
seguida de la secuencia del gen reportero Venus y, finalmente, una sefial de parada de la
transcripcion (polyA). Los resultados preliminares, utilizando un casete SA-Venus-
PolyA, sin promotor, en el que la expresion del reportero Venus queda bajo el control del
promotor enddégeno de BCR, mostraron que el sistema era capaz de integrar
especificamente el casete, reduciendo la expresion de BCR/ABL y evitando sus efectos
oncogénicos. Sin embargo, se observo que el nivel de expresion de BCR/Venus no era
suficiente para producir una fluorescencia detectable y, por tanto, un sistema de seleccion
efectivo. Actualmente, existen diferentes trabajos que han descrito este problema en
diferentes genes y han incluido modificaciones en el ADN donador a fin de mejorar la
sensibilidad del sistema reportero, tales como potenciadores, sistemas de seleccion
positiva/negativa o repeticiones en tandem del gen reportero [293-295]. Sin embargo, en
todos estos casos el aumento de la sefal del reportero resultdé débil e implican largos
procesos de seleccion/expansion de las células. En la terapia basada en CMH, donde la
expansion de las células seleccionadas es limitada y el uso de genes de seleccion negativa

no es adecuado, la busqueda de un sistema de monitorizacion robusto se vuelve critica.
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En este sentido, otros estudios han demostrado la necesidad de incluir un promotor
exogeno en los ADN donadores de trampa génica para asegurar una alta expresion, locus-
independiente, del gen de seleccion [290]. En consecuencia, se modificod el casete de
interferencia inicial para introducir el promotor exodgeno de alta expresion CMV
dirigiendo la expresion del gen reportero Venus. No obstante, la utilizacion de un donante
que contiene un promotor interno implica que las integraciones fuera del sitio diana,
detectadas en nuestras condiciones control, condujeron a una expresion observable del
gen reportero [296], obteniéndose sefiales fluorescentes similares en todas las condiciones
experimentales. Sorprendentemente, este resultado contrasta con el obtenido en la
cuantificacion, mediante qPCR, de la expresion del gen Venus, donde la sensibilidad de
la técnica reveld diferencias significativas en los niveles de expresion del reportero. La
expresion del ARNm de Venus resultd de hasta 13 veces mayor en la condicion tratada
con del sistema CRISPR-Trap, sugiriendo un aumento en la eficiencia de integracion del
casete en el locus diana, mediada por HDR, cuando la herramienta CRISPR/Cas9 dirigia
el sistema.

Los analisis llevados a cabo en las células Venus® editadas con el sistema
CRISPR-Trap, corroboraron la correcta seleccion de las células en las que BCR/ABL
habia sido eliminado. Asi mismo, se confirm6 el origen inespecifico, fruto de las
integraciones aleatorias o de la expresion del ADN donante libre no integrado, de la
fluorescencia Venus detectada en las condiciones control. La separacion de la fraccion
celular fluorescente Venus® en las condiciones control no resultd en un enriquecimiento
de la poblacion celular que portaba el alelo recombinado BCR/Venus vy,
consecuentemente, no se observd una reduccion de la expresion del alelo nativo
BCR/ABL, demostrando la expresion sitio-inespecifica del gen reportero en estas
condiciones. Cabe destacar que, con los analisis realizados, no es posible distinguir entre
la expresion de Venus proveniente del casete integrado al azar y la debida a la expresion
del ADN donador no integrado. La linea celular humana de LMC K562 empleada, es
dependiente de la expresion de BCR/ABL para su supervivencia [297], por lo que no es
posible su mantenimiento en cultivo hasta conseguir el agotamiento del ADN donador
libre, capaz de emitir fluorescencia observable. Por otra parte, en la condicion tratada con
el sistema CRISPR-Trap, la seleccion de las células fluorescentes Venus®, si condujo a
un enriquecimiento de las células editadas para BCR/ABL, en las que el casete de
interferencia se insertd con €xito en la secuencia especifica de fusion del oncogén. Estos

resultados son consistentes con los observados en numerosos trabajos previos, en los que
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se determind que la integracion sitio-especifica mediada por HDR se veia aumentada en
un factor de 1.000 cuando se empleaban nucleasas de edicion gendmica para generar un
DSB en la secuencia diana [298]. Como resultado de esta integracion sitio-especifica, la
expresion de BCR/ABL, ya reducida en el conjunto de células tratadas disminuyd
drasticamente en las células Venus®.

Finalmente, el beneficio terapéutico de una estrategia CRISPR-Trap fue evaluado
en ensayos in vitro e in vivo. En la linea celular humana de LMC, el sistema CRISPR-
Trap elimind eficientemente la expresion del oncogén BCR/ABL, suprimiendo sus efectos
oncogénicos en la supervivencia y proliferacion in vitro, en el conjunto de células
seleccionadas por el sistema. La inyeccion subcutdnea de estas células seleccionadas en
ratones inmunodeficientes condujo a una fuerte inhibicion del crecimiento tumoral,
resultando en una reduccion del 90% en la carga tumoral, en comparacion con los tumores
control. Trabajos previos de nuestro grupo y otros, obtuvieron resultados similares
empleando estrategias basadas en la introduccion de mutaciones aleatorias en la secuencia
codificante del oncogén [269,272]. Sin embargo, en estos trabajos, la posibilidad de
inducir mutaciones in frame, que preservarian el marco de lectura, junto con la
imposibilidad de seleccionar las células corregidas, llevaron a una expresion residual de
BCR/ABL superior a la deseada. Por el contrario, el sistema CRISPR-Trap mostrd, tras la
seleccion de las células editadas, una reduccion de mas del 80% en los niveles de
expresion del oncogén, lo que supone una mejora sustancial en la eficiencia global del
proceso en aquellos casos en los que es posible la seleccion celular previa al trasplante,
como es el caso de las terapias basadas en CMH.

En conjunto, estos resultados demuestran que el sistema CRISPR-Trap es capaz
de seleccionar adecuadamente las células BCR/ABL nulas, limita la existencia de los
eventos residuales no editados con potencial oncogénico y otorga un beneficio terapéutico
a largo plazo, en un modelo murino de LMC. Aunque seran necesarios mas estudios para
mejorar la eficiencia de los sistemas de entrega, edicién y seleccion, estos resultados
representan un avance en la terapia génica para enfermedades monogénicas
hematologicas y ofrecen un nuevo enfoque para la seleccion de las células correctamente
editadas previa al Alo-TMO. Asi mismo, el sistema CRISPR-Trap disenado constituye la
prueba de concepto de una estrategia versatil para la monitorizacion de la eliminacion

génica, aplicable a cualquier secuencia gendmica.
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Desde su descripcion, el sistema CRISPR/Cas9, ha constituido una herramienta
de gran potencial en biologia molecular, mediante la generacion de modelos in vitro e in
vivo para el estudio de la funcion génica. En pocos afios, las numerosas modificaciones
del sistema han abierto todo un abanico de posibles aplicaciones, de entre las cuales, una
de las mas atractivas es la terapia génica. En este escenario, las neoplasias hematolégicas,
debido a la naturaleza misma de este tejido, proporcionan un escenario ideal para este
tipo de terapia. La posibilidad de extraer las células madre hematologicas leucémicas de
un paciente, editarlas ex vivo y reinfundirlas tras la ablacion de su medula dsea, convierte
a la terapia génica mediante CRISPR/Cas9 en una opcidn terapéutica real. Aunque ain
son necesarios nuevos estudios que aumenten la seguridad y la eficiencia del
procedimiento, los resultados de esta tesis doctoral demuestran, en su conjunto, la
capacidad de este sistema para eliminar la expresion del oncogén BCR/ABL humano en
células madre hematopoyéticas, manteniendo su multipotencialidad y, por lo tanto, su
capacidad para restaurar la hematopoyesis fisiologica tras ser trasplantadas, postulandolo

asi, como una nueva aproximacion terapéutica en pacientes de leucemia mieloide cronica.
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CONCLUSIONES

El sistema CRISPR/Cas9 dirigido hacia las secuencias implicadas en el
procesamiento intronico aumenta la eficiencia de generacion de alelos nulos con

respecto a las estrategias clésicas, dirigidas hacia secuencias internas exonicas.

El disefio CRISPR/Cas9 dual, compuesto por dos guias proéximas entre si, supone
una mejora en el proceso de generacion de alelos nulos con respecto al sistema
clasico de guia unica, induciendo de forma preferencial deleciones especificas y

ofreciendo un robusto sistema de monitorizacion de las células editadas.

El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente el oncogén BCR/ABL en
células madre leucémicas murinas, manteniendo su multipotencia y corrigiendo

su actividad mieloproliferativa en un modelo murino de xenoinjerto ortotopico.

El sistema CRISPR/Cas9 dual elimina eficientemente el oncogén BCR/ABL en
células madre leucémicas humanas, procedentes de pacientes de LMC, anulando

su potencial oncogénico in vitro.

Las células madre leucémicas humanas, corregidas para BCR/ABL, mantienen su
multipotencia, dando lugar a una hematopoyesis fisioldgica, sin sintomas clinicos
de la enfermedad, en un modelo murino de xenoinjerto ortotdpico derivado de

paciente.

La aproximacion CRISPR-Trap constituye una estrategia terapéutica potencial
que permite la seleccion in vitro de las células en las que la expresion de BCR/ABL
ha sido eliminada, reduciendo los eventos residuales sin editar, con potencial

oncogénico.
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Abstract

CRISPR/Cas9 allows the generation of knockout cell lines and null zygotes by inducing site-
specific double-stranded breaks. In most cases the DSB is repaired by non-homologous
end joining, resulting in small nucleotide insertions or deletions that can be used to construct
knockout alleles. However, these mutations do not produce the desired null result in all
cases, but instead generate a similar, functionally active protein. This effect could limit the
therapeutic efficiency of gene therapy strategies based on abrogating oncogene expression,
and therefore needs to be considered carefully. If there is an acceptable degree of efficiency
of CRISPR/Cas9 delivery to cells, the key step for success lies in the effectiveness of a spe-
cific sgRNA at knocking out the oncogene, when only one sgRNA can be used. This study
shows that the null effect could be increased with an sgRNA targeting the splice donor site
(SDS) of the chosen exon. Following this strategy, the generation of null alleles would be
facilitated in two independent ways: the probability of producing a frameshift mutation and
the probability of interrupting the canonical mechanism of pre-mRNA splicing. In these con-
texts, we propose to improve the loss-of-function yield driving the CRISPR system at the
SDS of critical exons.

Introduction

With the recent diversification of genome editing tools, including those involving clustered,
regularly interspaced short palindromic repeats and their nuclease-associated protein Cas9
(CRISPR/Cas9), the landscape of suppression techniques has dramatically changed. Although
CRISPR/Cas9 is similar in action and efficacy to protein-based targeted nucleases, such as zinc
finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-like effector nucleases (TALENS)[1], the
ease with which these reagents can be designed and tested through the construction of single-
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guide RNAs (sgRNAs) has made gene editing available to a wider variety of users and for a
broader range of applications. Unlike ribozymes, antisense oligodeoxynucleotides (AS-ODNs)
and short interfering RNAs (siRNAs), CRISPR/Cas9 works at the DNA level, where it has the
advantage of providing permanent and full gene knockout, while other methods only silence
genes transiently[2,3]. CRISPR/Cas9 cuts DNA in a sequence-specific manner with the possi-
bility of interrupting coding sequences, thereby making it possible to turn off cancer drivers in
a way that was not previously feasible in humans[4,5]. This notable application of permanent
gene disruption is based on the cellular mechanisms involved in double-stranded break (DSB)
repair. Nonhomologous DNA end-joining (NHE]) is the predominant DSB repair pathway
throughout the cell cycle. Following the creation of a DSB within the coding sequence of a
gene, the predominant and error-prone NHE] pathway often results in small nucleotide inser-
tions or deletions (indels)[6]. Its great efficiency at inducing DSB has led to CRISPR/Cas9
technology gaining a reputation as the gold standard for creating null alleles in vivo and in
vitro. These null alleles can arise from NHE] indels that trigger premature stop codons (frame-
shift mutation) and/or non-sense-mediated decay in the target gene, resulting in loss of func-
tion. Currently, CRISPR/Cas9 is extensively used to engineer gene knockouts in most
biological systems, but due to the variable size of the NHE]J-induced indel, it is not always pos-
sible to generate a full KO in one step. When the delivery of Cas9 elements is effective, full KO
generation requires off-frame mutations in both alleles, which is a matter of probability since
the random nature of DNA repair gives rise to considerable heterogeneity within the cell. It
entails dealing with a significant frequency of mutated cells in which the outcome of mutation
could preserve the reading frame (i.e., +3 or -3 mutations)[7]. A possible solution is to use two
or more RNA guides to knock out the gene at several key sites in an attempt to guarantee the
null result. However, a high proportion of off-targets would increase with each new sgRNA
added. Conversely, more sgRNAs at the same time trigger more DSBs, which induces a stron-
ger p53-mediated DNA damage response[8] and more complex rearrangements[9]. Either
way, these undesirable effects may be irrelevant in assays in which the knockout cell can be
sequenced, selected and expanded, or the null allele of the animal model can be segregated.
Nevertheless, there are other situations, either in vivo or in vitro, in which cell selection and
clone expansion are not available, and achieving high levels of knockout or gene inactivation
efficiency is crucial[10,11]. Thus, it is important to study the key exons carefully and, more
importantly, the target areas inside them, before making a selection[12]. Hematological cancer
therapies based on specific oncogenic silencing within primitive pluripotent stem cells may be
the best example of these situations. In this pathological cell context, the highly efficient inter-
ruption of the oncogenic open reading frame (ORF) might be an effective therapeutic option.
It would even be more important for those tumors directed by a single oncogenic event, as is
the case for several leukemias or sarcomas, which are directed by specific fusion oncoproteins
[13,14]. A recent study of the BCR/ABL oncogene showed this gene fusion to be an ideal target
for CRISPR/Cas9-mediated gene therapy. A CRISPR-Cas9 application truncated the specific
BCR-ABL fusion (p210) abrogating its oncogenic potential, but to achieve in vivo effectiveness
in a xenograft model, the authors had to select and expand the correctly edited cellular clone
because some of the clones contained in-frame or non-synonymous mutations[5,15]. There-
fore, in these situations, it is essential to have not only highly efficient Cas9-sgRNA cell deliv-
ery, but also a high capacity for generating null mutations. This is especially critical for cancer
oncogene suppression therapies based on disrupting driver oncogenes. If the efficiency of
CRISPR/Cas9 reagent delivery to the cancer cell is acceptable, the key step to success lies in the
effectiveness with which a specific sgRNA can knock out the oncogene. In this way, for most
knockout studies in which the edited cells or mice can be selected, the sgRNA targets different
positions within the chosen exon, avoiding exon boundaries. In most of these cases, the
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sgRNA design follows only off-target criteria, but for cases in which cellular selection is not an
option and only one sgRNA can be used, the null effect could be strengthened with an sgRNA
that targets splice site consensus sequences or close to them. Following this strategy, the gener-
ation of null alleles would be enhanced in two ways: by producing a frameshift mutation and
by breaking the canonical mechanism of pre-mRNA splicing. In this sense, it has long been
known that mutations in splice-site consensus sequences can affect pre-mRNA splicing pat-
terns and can lead to the generation of null or deficient alleles[16]. In fact, pioneering genetic
studies indicated that many of the thalassemia mutations in the -globin gene affect splice sites
and give rise to aberrant splicing patterns[17,18]. Recent studies have demonstrated that a
splicing mutation in the STAR gene is a loss-of-function mutation that produces an aberrant
protein[19]. Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), a conserved biological mechanism
that degrades transcripts containing premature translation termination codons, could help
secure the null effect when a DSB is induced at splice sites. In addition to transcripts derived
from nonsense alleles, the substrates of the NMD pathway include pre-mRNAs that enter the
cytoplasm with their introns intact[20]. Several mutations of splice donor sites that cause loss
of gene function have recently been identified. A novel mutation at a splice donor site that was
predicted to lead to skipping of exon 10 of the PLA2G6 gene was found in a homozygous state
in infantile neuroaxonal dystrophy patients. This variant has been correlated with loss of func-
tion, providing further evidence of its pathogenicity[21]. Mutations in the ectodysplasin Al
gene (EDA-A1) at the splice donor site have been described in patients with hypohydrotic
ectodermal dysplasia. This novel functional skipping-splicing EDA mutation was the cause of
the pathological phenotype[22]. Studies in a family with premature ovarian failure identified a
variant that alters a splice donor site. This variant resulted in a predicted loss of function of the
MCM9 gene, which is involved in homologous recombination and repair of double-stranded
DNA breaks[23].

Taking into account all these findings, we decided to explore the effectiveness of driving
one single sgRNA targeting the splice-donor exon site (SDE-sgRNA) to increase the null allele
yield. To compare the knockout efficiency of SDE-sgRNAs and sgRNAs targeting positions
within the exon (IE-sgRNA) we induced DSB with both guides in critical exons in three genes
(TYR, ATM and ABL), two systems (in vivo and in vitro), and two species (human and mouse).
Finally, we sequenced all mutant alleles generated and analyzed the consequences i silico and
in vivo.

Results

The sgRNA guides targeting splice-donor sites of key exons increase the
generation in vitro and in vivo of null alleles in mouse and human cells

In vitro. Two groups of sgRNAs were created to study the efficiency of SDE-sgRNAs and
IE-sgRNAs at generating null alleles in mouse and human cells (Fig 1). All guides were
designed to target the Tyrosinase, and ATM genes in both species in key exons.

Three individual electroporation assays were performed with each sgRNA in Baf/3 mouse
cells and K562 human cells. Mouse Tyr exon 1, mouse ATM exon 10, human Tyr exonl and
human ATM exon10 sgRNAs (SDE-sgRNA and IE-sgRNA for each one) were cloned in a
CRISPR-Cas9-GFP mammalian expression vector. An empty CRISPR-Cas9-GFP vector was
used as a control. GFP expression was detectable 24 hours post-electroporation in all cases,
indicating the effective delivery of the CRISPR/Cas9 system and its expression in Baf/3 or
K562 cells (Fig 2A). GFP+ cells were sorted and subjected to Sanger sequencing, which
revealed no variations in the target sequence of control cells. Sanger sequencing identified
indel mutations at the predicted cleavage point in CRISPR/Cas9 assays, while no sequence
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Fig 1. Experimental design of genome edition of TYR, ATM and ABL-1 loci by CRISPR/Cas9 system. (A)
Schematic representation of the mouse and human Tyr loci and the CRISPR/Cas9 experimental design of the two RNA
guides are represented in the exon 1 sequence. SDE-sgRNAs match the splice site between exon 1 and intron 1-2. IE-
sgRNAs target a central position at the coding sequence of exon 1. (B) Schematic representation of the mouse and
human ATM loci and the CRISPR/Cas9 experimental design the two RNA guides are represented in the exon 10
sequence. SDE-sgRNAs match the splice site between exon 10 and intron 10-11, and IE-sgRNAs target a coding
sequence of exon 10. (C) Schematic representation of the human ABL-1 locus and the CRISPR/Cas9 experimental
design the two RNA guides. SDE-sgRNAs match the splice site between exon 4 and intron 4-5, and IE-sgRNAs target a
coding sequence of exon 6. Sequences of each SDE-sgRNA are represented (blue line) and its expected cleavage point
(blue arrowhead) at the splice donor sequence (red dotted box). Also, several candidates to SDE-sgRNAs are listed
with its respective scores (red box correspond to selected sgRNAs).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.g001

variations were observed in control cells (Fig 2B). Tracking of indels by decomposition (TIDE)
analysis showed similar overall DSB-induced efficiency between SDE-sgRNA and IE-sgRNA
in the Baf/3 or K562 cell lines. In knockout assays with both sgRNAs, the TIDE algorithm of
Baf/3 and K562 mutant cells predicted small deletions (1-7 bp) in most cases (Fig 3).
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Fig 2. In vitro CRISPR/Cas9-mediated edition of Tyr and Atm loci in the Baf/3 mouse cell line, and TYR, ATM
and ABL-1 in the K562 human cell line. (A) Fluorescent microscopy of cells electroporated with empty px480 vector
(controls) and carrying each RNA guides. (B) Sequences of CRISPR/Cas9 edited cells through IE-sgRNA (red box) and
SDE-sgRNA (blue box). Edited cells showed a mixture of sequences around the expected cleavage point for each
sgRNA.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9002

To eliminate interference in Cas9 delivery efficiency among assays, we decided to analyze
only the mutant alleles generated by every guide and their consequences for the obviation of
wildtype or well-repaired alleles. In order to gain detailed information about all mutant alleles
for each sgRNA we analyzed the genome of properly electroporated Baf/3 or k562 cells by
next-generation sequencing (NGS) (S1-54 Tables). Unlike with the Sanger analysis, NGS
revealed a high number of mutated alleles in both groups. Several of detected alleles shown in-
frame indels that deleted 1-6 amino acids, thereby preserving the reading frame of the protein
(S1-S4 Tables). However, in silico analysis of the allelic modifications generated by SDE-
sgRNA predict the generation of a null allele in all cases, by frameshift mutations or by loss of
canonical splicing sequences, or both simultaneously (Fig 4).

In order to evaluate the functionality of the mutant alleles generated by the CRISPR/Cas9
system in the human ATM gene, protein levels in K562-edited cells were analyzed by western
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Fig 3. TIDE decomposition analysis of edited sequences generated in human and mouse cell lines. TIDE
decomposition algorithm prediction of the overall edition efficacy and most common allele variations generated for
IE-sgRNAs (red panels) and for SDE-sg-RNAs (blue panels).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9003

blot (WB). While IE-hA TMsgRNA-transfected cells showed slightly weaker ATM expression
compared with K562 parental cells, low levels of ATM protein were detected in SDE-
hATMsgRNA-transfected cells (Fig 5A). Single-cell-derived cell lines from both IE-
hATMsgRNA (6 clones) and SDE-hATMsgRNA-SD (6 clones) K562 cells were established and
analyzed by NGS (S5 Table). ATM protein levels of each single-cell-derived clone were ana-
lyzed by WB. Most mutated cell clones (4/6) edited with IE-hATMsgRNA showed ATM
expression (Fig 5B). NGS analysis of all single-cell clones edited with IE-hATMsgRNA had at
least one functional allele, either a wildtype (wt) or with in-frame mutations (S5 Table). How-
ever, several mutated cell clones (5/6) edited with SDE-hATMsgRNA had no levels of ATM
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Fig 4. Next Generation Sequencing (NGS) analysis of TYR and ATM genes in mouse and human edited cells.
Graphic representation of the mutations found in edited cells by IE-sgRNA and SDE-sgRNA, and their predicted
effect. Black and gray circles represent null alleles and functional alleles respectively, while the background indicates
the type of mutation (dark blue: splice donor site in-frame and/or frameshift; light blue: frameshift).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9004

protein that could be detected by WB (Fig 5B). Analyzing them showed splicing mutations
together with in-frame or frameshift mutations in both ATM alleles (S5 Table).

Invivo. One-cell stage embryos from two strains of mice, inbred C57Bl6/J and F2 hybrids
of B6/CBA, were microinjected with Cas9 mRNA and Tyr sgRNAs. No nucleotide polymor-
phisms between C57Bl6/] and CBA strains at Tyr exonl/intronl were found. The microin-
jected embryos were divided in two groups, one of which was grown to blast stage and
harvested to obtain the genomic DNA, which was analyzed to detect indels at the sgRNA cut-
sites. Embryos of the other group were grown to the two-cell stage and implanted in pseudo-

pregnant females to visualize the in vivo CRISPR effect on mouse coat color. The microinjected
zygotes grown to blast stage were harvested to obtain their genomic DNA, which was then ana-
lyzed by NGS, revealing a greater abundance of null alleles in the SDE-mTyrsgRNA than in the
IE-mTyrsgRNA embryo group (100% vs. 67.57%) (S6 Table). Briefly, NGS detected seven
mutated alleles at the expected cut-site of IE-mTyrsgRNA. In silico analysis identified three
mutated alleles with in-frame mutations that gave rise to a putative functional protein. NGS in
the group of embryos microinjected with SDE-mTyrsgRNA identified eight mutated alleles, of
which three were in-frame mutations and five were null mutations. However, in this embryo
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Fig 5. Analysis of ATM gene expression by Western blot in K562 edited cells. (A) Western blot analysis of ATM
protein expression in K562-edited cells. A single band of 350 kDa corresponding to ATM was observed in K562 cells
electroporated with empty px458. A lower level of ATM expression was observed in IE-hATMsgRNA-edited cells, and
an even lower level was noted in SDE-hA TMsgRNA-edited cells. Vinculin expression of the cells was used as the
loading control. (B) Western blot analysis of ATM expression in single-edited-cell clones. All clones derived from cells
electroporated with empty vector, used as a control, showed a single band corresponding to ATM. Three of six IE-
hATMsgRNA edited clones showed no expression of ATM and one of six had a lower level of ATM expression
compared with controls. Only one of six SDE-hATMsgRNA-edited clones expressed ATM, while ATM expression
could not be detected in the other five clones.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.g005

group, all alleles (100%) detected were predicted to be null alleles given the splicing site muta-
tions (Fig 6 and S6 Table).

To confirm the in-silico predictions, one-cell stage embryos from two strains of mice were
microinjected with Cas9 mRNA and both Tyr sgRNAs separately. Embryos microinjected
with SDE-mTyrsgRNA or IE-mTyrsgRNA were implanted in two cell-stage in pseudopregnant
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Fig 6. Next Generation Sequencing (NGS) analysis of CRISPR/Cas9 edited mouse embryos at Tyr locus. Graphic
NGS analysis of CRISPR/Cas9-mediated edition of Tyr locus in mouse blastocysts. Genotyping of embryos
microinjected with sgRNAs targeting Tyr gene, by NGS, revealed that only 67.57% of edited sequences from embryos
microinjected with IE-mTyrsgRNA correspond to null alleles, while 100% SDE-mTyrsgRNA-modified alleles gave rise
to null alleles. Black and gray circles correspond to null and functional alleles, respectively, while the background
indicates the type of mutation (dark blue: splice donor site in-frame and/or frameshift; light blue: frameshift).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.g006

females. Full albinos, mosaics, and colored-coat pups were detected in all offspring of each
group of microinjected embryos in both strains (Fig 7). 60 mice per group were analyzed by
Sanger sequencing and a large number of mutant mice with one or two mutant alleles were
detected. To address which sgRNA yielded a higher proportion of null alleles, we excluded all
mice with unmuted alleles. All mice with at least one mutant allele (mosaic mice) were ana-
lyzed in silico. We detected a higher number of albino or mosaic mice in the SDE-mTyrsgRNA
mouse group compared with the IE-mTyrsgRNA group (S7 Table).

Sanger sequencing and TIDE analysis of the SDE-mTyrsgRNA mouse group with any
grade of albinism identified at least two alleles with frameshift mutations and/or splice muta-
tions. As a representative example we show an offspring where we detected mosaic pups with
three alleles: a wildtype allele, a frameshift null allele and a splicing-site-mutated allele arising
from a point mutation (+1 bp insertion) at the intronic splice-site. We also detected coat-col-
ored pups in IE-mTyrsgRNA targeted pups exclusively with two mutated alleles: a frameshift
allele and a mutated allele arising from a nonsynonymous mutation (Fig 7 and S7 Table).

The sgRNA guide targeting the exon splice-donor site of BCR/ABL
oncogene increases the efficiency for abrogating cell survival / proliferation
oncogen-dependent

To test the efficiency of SDE-sgRNA and IE-sgRNA guides at switching off oncogenes we per-
formed similar assays to generate ABL null alleles in the leukemic K562 cell line and to abro-
gate the oncogene activity of BCR/ABL oncogene fusion (Fig 1C).

Similarly to TYR and ATM genes, three individual electroporation assays of K562 cells were
performed with each sgRNA directed towards the ABL exon 1 (SDE-hABL-1sgRNA and IE-
hABL-1sgRNA) cloned in a CRISPR-Cas9-GFP mammalian expression vector. Sanger
sequencing showed genome edition at expected cleavage point for each sgRNA guide and Tide
analysis predicted a variety of small indels for each guide (Figs 2 and 3). NGS analysis showed
the most frequent allele variations generated in K562 by electroporation with SDE- and IE-
hABL-1 sgRNAs (S8 Table). 40% (4/10) of the allelic variations generated by IE-hABL-1
sgRNA gave rise to in-frame mutations. By contrast, SDE-hABL-1 sgRNA gave rise to 100%
(9/9) of knockout sequences, four of which (44.4%) were in-frame mutations, but with an
altered canonical splicing sequence (S8 Table).

To test the ability of SDE sgRNAs to increase the efficiency at knocking out fusion onco-
genes, we compared the proficiency at abrogating the cell survival and proliferation produced

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674 May 9, 2019 9/19


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.g006
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674

@ PLOS | O N E CRISPR/Cas9 null allele generation

SDE-mTyr sgRNA

i =
] N \ vy
SRS

)

Protein

SDE-mTYRsgRNA ) Mutation Result 5
translation
W AGET
Mosaic W Yes
#1 Del CAGGTA In frame -3 bp / Sp donor site -6 bp a- L
Del G Sp donor site -2bp ol
Black wT A R
42 W oA Yes
Mosaic WE A e
#3 Del GGTAA Frameshift -1 bp / Sp donor site -5 bp No
Ins A Frameshift +1 bp / Sp donor site +1 bp No
Mosaic W Yee
#4 Del CAGGTAAG In frame -3 bp / Sp donor site -7 bp @- Ha
Del GG/ Ins CAT Sp donor site No
Albino Del A Frameshift -1 bp / Sp donor site -1bp No
No

#5 Del CCTGGCAGGTA/ Ins ATAT

Fig 7. In vivo Analysis of Tyr-null alleles generation by CRISPR/Cas9-induced mutations. A representative off-
spring obtained from SDE-mTyrsgRNA. Most pups of SDE-mTyrsgRNA -edited embryos (4 of 5) showed a mutant
phenotype (1 albino and 3 mosaic). The genetic characterization of the different alleles of the off-spring is showed
below.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9007

by the BCR-ABL oncoprotein through the induction of indels with SDE-sgRNA and IE-
sgRNA CRISPR-Cas9 guides. In three independent assays, we electroporated the K562 BCR/
ABL cell line with SDE-hABL-1 and IE-hABL-1sgRNA. After 48 hours, we analyzed the effects
on apoptosis and cell cycle (Fig 8). SDE-hABL-1sgRNA-targeted cells showed a higher level of
apoptosis (86.8%) than noted in IE-hABL-1sgRNA cells (60.1%), while 32.4% of control cells
were apoptotic (Fig 8A). K562 cells electroporated with SDE sgRNA yielded 10% more subG0
DNA content (45.3%) than IE-edited cells (34.5%) (Fig 8B). The quantification of annexin
expression in K562-edited cells with SDE- and IE-hABL-1 sgRNAS showed a higher level of
expression in SDE-hABL-1sgRNA-edited cells (568.2 mfi) compared with IE-hABL-1sgRNA-
edited cells (475.5 mfi) and K562 control cells (411.5 mfi) (Fig 8C).

Off-targets analysis showed no differences between sgRNAs designed
against splice-donor site and internal-exon region

To determinate if the predicted off-targets were affected in a major manner by the SDE
sgRNAs we studied the top 5 predicted off-targets of each independent sgRNA (Fig 9). We
tested the ability of each sgRNA to induce genome edition in off-target sequences by the obser-
vation the heteroduplex formed in the edited sequences. The IE-sgRNAs produced genome
edition in 5 of 25 analyzed off-target sequences, and the same proportion of edited off-target
was found in SDE-sgRNAs, producing 4 altered sequences of 25 (Fig 9). Statistical analysis
showed no significant differences between both sgRNAs groups (p value = 0.751).

Discussion

DSB induced by CRISPR/Cas9 technology is the gold standard for creating null alleles in any
biological system. In most cases, DSBs are typically repaired by NHE], resulting in indel
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Fig 8. Functional analysis of BCR-ABL-1 in CRISPR/Cas9 edited K562 cells. (A) Flow cytometry analysis of annexin
V expression and cell cycle of K562-edited cells. SDE-hABL-1sgRNA trigger a higher number of apoptotic cells than
IE-hABL-1sgRNA and control cells after electroporation with the empty vector. (B) The DNA content of the cells
edited with SDE sgRNA gave 10% higher levels than IE-edited cells (45.3% vs. 34.5%). (C) The quantification of
annexin V expression in K562-edited cells with SDE and IE hABL-1 sgRNAs showed a higher level of expression in
SDE-hABL-1sgRNA edited cells (568,2 mfi) than in IE-hABL-1sgRNA-edited cells (475.5 mfi). Graph shows results
from three independent experiments. ***, p<0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9g008

mutations. These mutations can generate knockout alleles when CRISPR/Cas9 is directed at
coding sequences, but due to the variable size of NHE]J-induced indels, generating a full KO in
one step cannot always be achieved at high frequency. This could be especially critical for gene
therapy approaches. If there is an acceptable degree of efficiency of delivery of CRISPR/Cas9
reagents to the target cell, the key step for success lies in the effectiveness of a specific sgRNA
at knocking out the oncogene. In this context, the null effect could be increased by sgRNAs tar-
geting the exon SD boundaries. Following this strategy, the generation of null alleles could be
increased in two independent ways: by the probabilities of producing a frameshift mutation
and/or breaking the canonical pre-mRNA splicing. In the present work we have demonstrated
that knockout efficiency can be increased using sgRNAs targeting the exon splice donor area.
The study considered the predicted informatic score (most guides with a score of > 75) and
the cut-site of the sgRNAs. It is important to note that for SDE-sgRNAs we chose PAMs to
trigger DSBs inside the coding sequence that were located no further than five nucleotides
from the end of the exon.

We noted that most of the mutant alleles produced in our assays in the Baf3 and k562 cell
lines correspond to small indels, indicating that the DSB is repaired by blunt-end ligation inde-
pendently of sequence homology, the classic nonhomologous end joining (C-NHE]) mecha-
nism[7]. NGS corroborated the Sanger sequences detected and exposed new mutant alleles
that are likely to be little-represented in the edited cell line. As expected, NGS and Sanger
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Fig 9. Off-targets analysis of sgRNAs. Surveyor analysis of the top 5 predicted off-targets for each sgRNA used. Panel
shows amplified sequence of target and 3 representative off-targets, non-treated and treated with T7 endonuclease I.
Digestion reveals genome edition (red asterisk) when the off-target sequence carries some mutations. Table shows
overall results from all off-targets analyzed. No differences were observed in number of edited off-targets by IE-
sgRNAs compared with SDE-sgRNAs (Chi-square test P = 0.751 n.s.).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0216674.9009

sequencing highlighted the same alleles in in vivo assays of mouse zygotes, grown to blast or of
mice born from them. In silico analysis of these mutant alleles revealed a full efficiency of the
null effect in SDE-sgRNA compared with IE-sgRNA. When an IE-sgRNA was used, mutant
alleles with mutations preserving the reading frame were detected. To corroborate the in silico
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findings we Sanger-sequenced all mice born in both groups. Excluding unmutated mice, we
detected color mice born from microinjected zygotes with IE-sgRNA with indels in one or
more alleles. It is of particular note that we observed color mice with both alleles mutated, one
of them with a frameshift mutation and the other with a mutation, indicating that some
induced indels are not able to generate a frameshift mutation. By contrast, when we used a Tyr
SDE-sgRNA, we detected albino or mosaic mice featuring one allele with a frameshift muta-
tion and another with a mutation but a destroyed splice-donor site. This result demonstrates
the higher null efficiency when an SDE-sgRNA is used. To determine whether this effect can
be reproduced in another locus we employed the same assay but targeting the ATM and ABL
loci. A similar result was obtained in both loci in human and mouse cell lines. Western blot
analysis in cell clones from both groups corroborated the NGS and the results of their in silico
analysis. More importantly, this approach can be efficiently used to abrogate oncogene expres-
sion. When a cancer cell is the target, a delivery strategy that can result in the expression of
Cas9 and an oncogene-specific sgRNA in all infected cells is desirable. This is especially critical
for in vitro gene therapy where the expansion processes of a selected edited cell are not available.
Similarly, it is crucial for in vivo approaches in cancer therapies based on disrupting a driver
oncogene. If the efficiency of delivery of CRISPR/Cas9 reagents to the cancer cell is acceptable,
the key step for success lies in the effectiveness of a specific sgRNA at knocking out the oncogene.
In most of these cases, the designs are based solely on off-target criteria. However, for those cases
in which cellular selection is not an option and only one sgRNA can be used, the null effect
could be increased with an sgRNA targeting the exon boundary. Various strategies at different
molecular levels[24] have been employed to treat malignant diseases in recent decades, such as
specific drug inhibitors acting at the protein level, gene suppression therapies at the mRNA level,
and genome-editing nucleases at the DNA level. CRISPR/Cas9 works has the advantage of pro-
viding permanent and full gene knockout, and following this strategy, we abrogated p210 (BCR/
ABLp210) oncoprotein expression in the K562 cell line. Using this approach, pools of K562
edited cells electroporated with SDE-sgRNAs or IE-sgRNA were studied. The loss of p210
expression in K562 cells with SDE-sgRNA resulted in a significant increase in apoptosis levels.
Thus, this strategy could be adopted for gene therapy in cases for which cell selection is not an
option and the delivery Cas9 vector only allows the accommodation of one sgRNA.

Conclusions

Genome-editing nucleases, like the popular CRISPR/Cas9, enable knockout cell lines and null
zygotes to be generated by inducing site-specific DSBs within a genome. In most cases, when a
DNA template is not present, the DSB is repaired by non-homologous end joining, resulting
in small nucleotide insertions or deletions that can be used to construct knockout alleles. How-
ever, for several reasons, these mutations do not produce the desired null result in all cases,
giving rise to a similar but functionally active protein. This undesirable effect could limit the
efficiency of gene therapy strategies based on abrogating oncogene expression by CRISPR/
Cas9 and should therefore be borne in mind. The use of an sgRNA-targeting splice donor site
could improve the null result for in vivo gene therapies. This strategy could be adopted to abro-
gate in vivo the oncogenic activity involved in tumor maintenance.

Material & methods
Ethics statement

This study followed Spanish and European Union guidelines for animal experimentation (RD
1201/05, RD 53/2013 and 86/609/CEE respectively). The study was approved by Bioethics
Committee of the University of Salamanca and Junta de Castilla y Ledn, Spain (ref.000359).
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Cell lines and culture conditions

Baf/3 is a murine interleukin 3-dependent murine pro-B cell[25]. Baf/3was maintained in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Life Technologies) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) and 1% of penicillin/streptomycin (Life Technologies) and 10% of WEHI-
3-conditioned medium, as a source of IL-3.

The human CML-derived cell lines K562 were purchased from Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen and Zellkulturen (DMSZ). K562 cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Life Technologies) supplemented with 10% FBS, and 1% penicillin/streptomycin (Life Tech-
nologies). All cell lines were incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere. The presence of
mycoplasma was tested frequently in all cell lines with a MycoAlert kit (Lonza), using only
mycoplasma-free cells in all the experiments carried out.

CRISPR/Cas9 system design and sgRNA cloning

pX458 (Addgene plasmid # 48138)[26], which contains the coding sequence of Cas9 nuclease
and GFP, and a cloning site for sgRNA sequence, was digested with Bpil (NEB). To clone the
sgRNAs into the pX458 vector, two complementary oligos were designed for each sgRNA that
included two 4-bp overhang sequences (S9 Table). The sgRNA sequences were designed with
the web tool of the Spanish National Biotechnology Centre (CNB)-CSIC (http://bioinfogp.cnb.
csic.es/tools/breakingcas/).

Two sgRNAs were designed for the mouse Tyr locus. One of them, [E-mTyrsgRNA, targets
the exonic sequence in Tyr exonl, and the other, SDE-mTyrsgRNA, targets the exonl-intronl-
2 junction. Two sgRNAs were designed to target homologous sequences in the human TYR
locus: IE-hTYRsgRNA and SDE-hTYRsgRNA (Fig 1A).

In the same way, two sgRNAs against the mouse Atm locus (IE-mAtmsgRNA and SDE-
mAtmsgRNA) and two sgRNAs against the human ATM locus (IE-hATMsgRNA and SDE-
hATMsgRNA) were designed, one of each pair in the coding sequence of exon 10 (IE) and the
other against the ATM exon10-intron10-11 splice donor exon (SDE) (Fig 1B).

Finally, two sgRNA against human ABL-1 locus were designed: IE-hABL-1sgRNA, which
targets the exon 6 coding sequence, and SDE-hABL-1sgRNA, which targets the exon 4 splice
donor sequence (Fig 1C).

The two complementary oligos used to conform each sgRNA (S9 Table) were denatured at
95°C for 5 min, ramp-cooled to 25°C over 45 min to allow annealing, and finally ligated with
the linearized px458. 2 pl of the ligation reaction were used to transform competent cells, and
single colonies were expanded using a QIAprep spin Maxiprep Kit (Qiagen) before plasmid
extraction. The correct insertion of the sgRNA sequences was confirmed by Sanger
sequencing.

In vitro cell electroporation

Mouse Baf/3 and human K562 cells were electroporated with px458 containing sgRNAs
against the Tyr and ATM loci, respectively, using Amaxa Nucleofector IT (Lonza). 2 x 10° Baf/3
mouse cells were electroporated with 15 pg of plasmid in 100 pl of electroporation buffer (5
mM KCI; 15 mM MgCl,; 120 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH7.2; 25 mM sodium succinate; 25
mM manitol)[27] using program X001, while 1 x 10° k562 cells were electroporated with 10 g
of plasmid using program T016. 24 hours after electroporation, GFP-positive cells were sorted
by fluorescence-activated cell sorting (FACS) using FACS-Aria (BD Bioscience). 72 hours
post-electroporation, the genome editing of the cells was analyzed.
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Sequencing of sgRNA targets sites

Genomic DNA from cells was extracted using the QLIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) following
the manufacturer’s protocol. To amplify the different target regions of human and mouse TYR
and ATM genes, and human ABL-1, PCR was performed with the oligos described in S10
Table. Genomic DNA from single blastocyst-staged embryo was extracted in 10 pl of lysis
buffer (50 mM KCL, 10 mM Tris-HCL pH 8.5, 0.1% Triton x-100, and 4 mg/ml of proteinase
K) at 55°C overnight, then heated at 95°C for 10 min. 2 pl of this DNA solution was used as a
template for two rounds of PCR (30 cycles + 20 cycles) to amplify the target sequences using a
specific primer for each region (S11 Table).

PCR products were purified using a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) and
sequenced by the Sanger method using forward and reverse PCR primers.

The editing efficiency of the sgRNAs and the mutations potentially induced were assessed
using Tracking of Indels by Decomposition (TIDE) software (https://tide-calculator.nki.nl;
Netherlands Cancer Institute), which only required two Sanger sequencing runs from wild-
type cells and mutated cells.

To specifically identify the different generated mutations, Next Generation Sequencing
(NGS) technology was employed with the same Sanger primers with the corresponding adapt-
ers added, to read each edited sequence individually.

The purified amplicons were mixed in equimolar ratios according to the number of mole-
cules and diluted to a final concentration of 0.2 ng/ul. The indexed paired-end library was pre-
pared with a Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina) and sequenced using an
Mumina platform (NextSeq or MiSeq, 300 cycles). A median per base coverage of 27,538 reads
(range 2096-88,976) was achieved. To call the sequence variants, an in-house bioinformatics
pipeline was established. Sequencing reads were aligned to the mouse reference sequence
genome (mm?9) using bwa-0.7.12 software, and variant calling was performed with VarScan.
v2.4. To visualize read alignment and confirm the variant calls, Integrative Genomics Viewer
version 2.3.26 (IGV, Broad Institute, MA) was used.

Flow cytometry analysis and cell sorting of single-edited cell-derived clone

72 hours after sgRNA electroporation of K562 and Baf/3 cells, GFP-positive cells were selected
by fluorescence-activated cell sorting (FACS) using FACS Aria (BD Biosciences), establishing
the edited K562 and Baf/3 cell pool lines. For K562, single cells were seeded in 96-well plates
by FACS, establishing six random single-cell-derived clones for both ATM sgRNAs, and used
to analyze ATM protein expression. Six clones derived from cells electroporated with empty
vector were used as controls.

Western blotting

ATM protein expression was assessed by SDS-PAGE and western blot using a rabbit anti-ATM
antibody (1:1000; 2873S; Cell Signaling). Horseradish peroxidase-conjugated o-rabbit antibody
(1:5000; 7074S; Cell Signaling) was used as a secondary antibody. Antibodies were detected
using ECL Western Blotting Detection Reagents (RPN2209, GE Healthcare). The expression of
vinculin (rabbit anti-vinculin; 1:1000; 46508S; Cell Signaling) was used as a loading control.

In vitro transcription of CRISPR/Cas9 system components, animals and
embryo microinjection

All sgRNA sequences were PCR-amplified from px458-based vector with primers carrying the
T7 RNA polymerase promoter at the 5" ends (S11 Table), and after column purification
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(Roche) the resulting PCR was used as a template for T7 RNA polymerase transcription in
vitro (MEGAshortscript T7 Transcription Kit, Thermo Fisher).

The Cas9 nuclease ORF, including NLS, was also PCR-amplified with primers carrying the
T7 RNA polymerase promoter at the 5" ends (S11 Table). The PCR product was purified and
used as a template for in vitro transcription, 5 capping (nMESSAGE mMACHINE T7 Tran-
scription Kit, Thermo Fisher), and 3" poly(A) tailing (Poly(A) Tailing Kit, Thermo Fisher).
Transcription products were purified with RNeasy Mini Kit (Qiagen) and eluted in nuclease-
free EmbryoMax microinjection buffer (Millipore).

One-cell-staged embryos from superovulated C57BL/6] or B6/CBA hybrid females were
harvested and microinjected with 20 ng/ul of sgRNA and 20 ng/ul of Cas9 mRNA into the
cytoplasm and pronucleus. Embryo donor mice were euthanized by cervical dislocation and
were given humanitarian care in accordance with bioethical committee of University of Sala-
manca (ref. 000359) and Spanish and European Union guidelines for animal experimentation.

Apoptosis and cell cycle analysis

Apoptosis was measured by flow cytometry with an annexin V-Dy634 apoptosis detection kit
(ANXVVKDY, Immunostep) following the manufacturer’s instructions. Briefly, 5 x 10° cells
were collected and washed twice in PBS, and labeled with annexin V-DY-634 and non-vital
dye propidium iodide (PI), allowing the discrimination of living-intact cells (annexin-negative,
PI-negative), early apoptotic cells (annexin-positive, PI-negative) and late apoptotic or
necrotic cells (annexin-positive, PI-positive). In parallel, cell distribution in the cell cycle phase
was also analyzed by measuring DNA content (PI labeling after cell permeabilization). Plots
show results of a representative experiment from three independent replicates.

Off-targets analysis

Predicted top 5 off-targets were analyzed by the T7 endonuclease I (T7EI) mismatch cleavage
assay following manufacturer’s indications (Integrated DNA Technologies) [28]. Target DNA
sequences were amplificated by PCR using specific oligonucleotides (S12 Table). To form the
heteroduplex complexes, PCR products were denatured 95°C for 10 minutes, followed by tem-
perature ramp (95-85°C, -2°C/sec and 85-25°C, 0.3°C/sec). The heteroduplex products were
incubated with T7E1 1 hour a 37°C and visualized in 2% agarose gel.

Statistical analysis

Statistical analysis of annexin V expression was performed using GraphPad Prism version 6.00
for Mac OS X, (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Experi-
mental results were expressed as median + standard error (SEM). Nonparametric variables
were analyzed using Kruskal-Wallis followed by Dunn s multiple comparisons test. Values
with p<0.001 (indicated by three asterisks) were considered to be statistically significant. Chi-
square test was performed to analyze the difference obtained in off-target analysis.

Supporting information

S1 Table. In vitro genome editing of the mouse Tyr locus using sgRNA against exon coding
sequence (IE) and the coding splice-donor exon (SDE) sequence. NGS analysis of allelic vari-
ants induced in Baf/3 mouse cells.

(DOCX)

$2 Table. In vitro genomic edition of human TYR locus using sgRNA against exon coding
sequence (IE) and coding SDE sequence. NGS analysis of allelic variants induced in K562
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Simple Summary: In the last two decades, the therapeutic landscape of several tumors have changed
profoundly with the introduction of drugs against proteins encoded by oncogenes. Oncogenes play
an essential role in human cancer and when their encoded proteins are inhibited by specific drugs,
the tumoral process can be reverted or stopped. An example of this is the case of the chronic
myeloid leukemia, in which all the pathological features can be attributed by a single oncogene.
Most patients with this disease now have a normal life expectancy thanks to a rationality designed
inhibitor. However, the drug only blocks the protein, the oncogene continues unaffected and
treatment discontinuation is only an option for a small subset of patients. With the advent of genome-
editing nucleases and, especially, the CRISPR/Cas9 system, the possibilities to destroy oncogenes
now is feasible. A novel therapeutic tool has been developed with unimaginable limits in cancer
treatment. Recent studies support that CRISPR/Cas9 system could be a definitive therapeutic option
in chronic myeloid leukemia. This work reviews the biology of chronic myeloid leukemia, the
emergence of the CRISPR system, and its ability as a specific tool for this disease.

Abstract: The constitutively active tyrosine-kinase BCR/ABL1 oncogene plays a key role in human
chronic myeloid leukemia development and disease maintenance, and determines most of the
features of this leukemia. For this reason, tyrosine-kinase inhibitors are the first-line treatment,
offering most patients a life expectancy like that of an equivalent healthy person. However, since the
oncogene stays intact, lifelong oral medication is essential, even though this triggers adverse effects
in many patients. Furthermore, leukemic stem cells remain quiescent and resistance is observed in
approximately 25% of patients. Thus, new therapeutic alternatives are still needed. In this scenario,
the interruption/deletion of the oncogenic sequence might be an effective therapeutic option. The
emergence of CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) technology can offer
a definitive treatment based on its capacity to induce a specific DNA double strand break. Besides,
it has the advantage of providing complete and permanent oncogene knockout, while tyrosine
kinase inhibitors (TKIs) only ensure that BCR-ABL1 oncoprotein is inactivated during treatment.
CRISPR/Cas9 cuts DNA in a sequence-specific manner making it possible to turn oncogenes off in a
way that was not previously feasible in humans. This review describes chronic myeloid leukemia
(CML) disease and the main advances in the genome-editing field by which it may be treated in
the future.

Keywords: CML; CRISPR/Cas9; BCR/ABL1; genome editing

1. Clinical Features of Chronic Myeloid Leukemia

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disease with an incidence of
1-2 cases per 100,000 each year, accounting for 15% of all new cases of leukemia [1]. The
frequency is higher among adults, in whom the mean age of incidence is about 55 years,
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and indeed, rarely arises during childhood. It may affect both sexes, but is slightly more
common in males, with a ratio of 2.2 men to 1.4 women per 100,000 affected [1,2]. The most
common clinical symptoms of CML include fatigue, anemia, splenomegaly, abdominal
pain, and recurrent infections. However, a large proportion of asymptomatic patients
are diagnosed after an unrelated medical examination [1]. Three clinical phases of its
pathological evolution are recognized. At first, CML disease is characterized by a myeloid
hyperplasia in an indolent chronic phase (CP). At this point, leukemic stem cells (LSCs)
respond to growth factors, but myeloproliferative differentiation pathways acquire an
advantage because they are the main cause of the massive myeloid expansion characteristic
of CML [3]. In this initial phase, myeloid progenitors and mature cells accumulate in the
blood and extramedullary tissues. Without effective therapy, CML progresses through a
period of increasing instability known as the acceleration phase (AP), ending in an acute
leukemic-like disease known as the blast crisis phase (BP). The definitions of AP and BP
are largely dependent on the proportion of blasts in the blood and bone marrow. AP and
BP are characterized by a maturation arrest in the myeloid or lymphoid lineage, and newly
accumulated genetic and epigenetic aberrations occur in LSCs [4]. The final BP stage can
result in a lymphoblastic (25%), myeloblastic (50%), or biphenotypic/undifferentiated acute
leukemic phenotype (25%), which indicates a stem origin for CML disease [5], as shown in
Figure 1. Finally, bone marrow failure due to a lack of cell differentiation, and a massive
infiltration by immature blasts, causes patient mortality from infection, thrombosis, or
anemia [6].

Bone Marrow
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Figure 1. Chronic myeloid leukemia clinical phases. (A) Normal hematopoiesis characterized by the existence of hematopoi-
etic stem cells with a controlled self-renewal and multipotency ability, resulting in balanced hematopoiesis between myeloid
and lymphoid lineages. (B) In the chronic phase the myeloproliferative differentiation pathway acquires an advantage,
and a massive myeloid expansion is produced. (C) Blast crisis is characterized by a maturation arrest in the myeloid or
lymphoid lineage. Newly accumulated genetic and epigenetic aberrations appear in leukemic stem cells (LSCs) and blast
cells go out from bone marrow to peripheral blood.

Diagnosis is based on detecting the hallmark of CML, the presence of the chromosome
22 abnormality known as Philadelphia (Ph), named after the US city in which it was first
observed. It is the result of the reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22-
t(9,22) [7]. Conventional cytogenetics, fluorescence in situ hybridization (FISH), and reverse



Biology 2021, 10, 118

30f16

transcription PCR (RT-PCR) are the techniques commonly used to confirm a diagnosis of
CML and to evaluate the response to therapy.

Before successful treatments became available, the median survival of CML patients
after diagnosis was approximately 3-5 years [8,9]. The therapeutic landscape of CML
changed profoundly with the introduction of tyrosine kinase inhibitor (TKI) drugs [8,10,11],
and most patients with CP-CML now have a normal life expectancy. However, treatment
discontinuation is only an option for a small subset of patients [12].

2. Molecular Biology of Chronic Myeloid Leukemia

Nowell and Hungerf, in 1960, first described the Ph chromosome, a small chromo-
some present in the bone marrow cells of CML patients [7]. It was the first time that a
chromosomal abnormality had been linked to a particular neoplasia [13]. Subsequent
investigations confirmed that the generation of the Ph chromosome was due to the t(9;22)
(q34;q11) translocation. The next breakthrough in our understanding of CML occurred in
the 1980s, when it was demonstrated that this rearrangement gave rise to a fusion gene [14].
In this translocation, the analogue of the v-ABL protooncogene from chromosome 9 is
moved to the breakpoint cluster region of the BCR gene on ch22. The location of the
breakpoints between the two loci is variable [15]. Commonly, the breakpoint at the ABL
locus occurs in a DNA region spanning more than 200 kb housing exon 2. At the BCR
locus, the breakpoints occur in the major breakpoint cluster region (M-bcr), which spans a
3 kb region that includes exons 13 and 14 of BCR. All the rearrangements involving both
breakpoint regions give rise to a 210 kDa protein, the most common chimeric transcript in
CML [16]. However, in a minority of CML cases, the BCR breakpoint is located near exon
2, termed the minor breakpoint cluster region (m-bcr). In these cases, the resulting mRNA
gives rise to a 190 kDa protein [15]. Finally, another infrequent breakpoint cluster region
(u-ber) exists, downstream of BCR exon 19, which generates a 230 kDa protein when it is
translocated to the ABL1 locus [17], as shown in Figure 2.
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A.BCR PROTEIN

B. ABL PROTEIN

Since the BCR/ABL1 fusion was described, the efforts of the scientific community
have focused on elucidating its molecular roles in CML pathology. Several studies have
shown the aberrant and constitutive tyrosine kinase activity of the BCR/ABL1 oncoprotein,
highlighting this activity as being responsible for the transformation of the hematopoietic
stem cell [18-21]. The fusion of the two genes constitutively activates the tyrosine kinase
domain of ABLI, which contains three SRC homology domains (SH1-SH3). The SH1
domain enables the tyrosine kinase function, whereas the SH2 and SH3 domains mediate
interactions with other proteins [22]. The SH3 domain is critical to the regulation of ABL1
kinase activity, thereby presenting a target for clinical therapy. It is known that the fusion
between the 5" end of BCR and the SH3 domain of ABLI abrogates the physiological
suppression of the kinase [23]. Meanwhile, BCR has an important coiled-coil (CC) domain
that will allow BCR/ABL1 dimerization and subsequent trans-autophosphorylation, thus
increasing the molecular signal [24], as shown in Figure 3. The phosphorylation of the
Y-177 tyrosine residue domain SH2 of ABL allows the high-affinity binding of the growth
factor receptor-bound protein 2 (GRB2) as well as the scaffolding protein Gab2, activating
the Ras pathway [25]. This aberrant kinase signaling activates many target proteins, such
as the PI3K, AKT, JNK, and SRC family kinases, as well as transcription factors such as
STATs, nuclear factor-«B, and MYC [26-28].

m-BCR M-BCR p-BCR
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Figure 3. BCR/ABL protein domains. Protein regions located in the BCR (A) and ABL (B) proteins, and those maintained in
the fusion (C). The figure highlights the coiled-coil (CC) domain of BCR, which allows the dimerization of the oncoprotein,
and the three SRC domains of ABL1, including the tyrosine kinase domain (SH1) and the regulatory domains (SH2 and SH3).

The constitutively active signaling causes cell reprogramming and expansion of the
LSC clone. As a result, BCR/ABL1-positive hematopoietic stem cells exhibit uncontrolled
proliferation [29], lack of response to apoptotic signals [30], alterations in cell adhesion [31],
impaired differentiation [32], and independence of growth factors [33]. As a consequence,
a myeloid differentiation bias is commonly observed in the chronic phase of CML.

3. Conventional Therapies for Chronic Myeloid Leukemia

The history of CML treatment can be considered one of the great milestones of modern
cancer medicine. From its discovery until the 1980s, the standard treatment for CML
consisted of conventional chemotherapy. Arsenic was the first treatment to be adminis-
tered in the 19th century, but was superseded by alkylating drugs such as busulfan and
hydroxyurea in the 1960s [34,35]. Unfortunately, they did not delay the onset of disease
progression and facilitated only a modest improvement in survival. The introduction of
interferon-« in the 1970s induced complete cytogenetic remission in 10-15% of patients,
and increased median survival to 6 years [36]. However, interferon-o treatment has serious
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side-effects, and treatment had to be discontinued in most patients, causing them to relapse.
In this context, allogenic stem cell transplantation (SCT) was the only therapeutic option
that could provide increased long-term survival, and so it became the first-line treatment
in the 1990s for patients in the chronic phase [37-39]. Even today, this therapeutic option is
the only one with the potential to definitively cure CML patients in this phase. The SCT
procedure involves bone marrow ablation (by chemotherapy or radiotherapy) followed
by the infusion of normal allogenic stem cells. However, it is only available to a small
number of patients who have an HLA-matched donor, and is associated with a signifi-
cant transplant-related mortality rate [39]. Nowadays, SCT is used solely as a last-resort
salvage option.

As mentioned above, CML is a type of cancer in which all the pathological features
can be attributed to a single genetic event, in this case the BCR/ABL1 fusion. Knowing that
the tyrosine kinase activity of BCR/ABLI is essential for the malignant transformation of
cells, the search for compounds that inhibit this activity became imperative. During the
1990s, various tyrosine kinase inhibitors (TKIs) were tested to evaluate their therapeutic
potential in CML [40,41]. The mechanism of action of these compounds is based on
competition with adenosine triphosphate (ATP) or the protein substrate of the kinase,
whereby BCR/ABL1 activity is inhibited at the protein level. Finally, in the 2000s, the
Novartis compound STI571 (later known as imatinib mesylate), which showed surprising
results by selectively inhibiting BCR/ABL1 at micromolar concentrations, was approved
as therapy for CML [42,43]. The arrival of TKIs marked a watershed in the treatment of
CML and they remain the frontline therapy for CML. Thanks to TKIs, CP-CML patients,
who, before 2001, had a survival rate of 20% at 8 years, now have a rate of 87%, and
a life expectancy like those of healthy people of the same age [10,11,17]. Despite the
success achieved with TKI-based treatments, there are still obstacles to overcome. The main
concern is that TKI drugs do not tackle the etiological cause of CML and the oncogenic
event remains uncorrected /unedited. The existence of residual BCR/ABL-positive cells,
which remain “oncogenic-quiescent”, has been demonstrated, indicating that TKIs do
not completely eliminate the LSCs [12]. TKIs efficiently silence the oncogenic activity of
BCR/ABL while the drug is present, but the remaining LSCs can lead to relapse after TKI
therapy ceases, as shown in Figure 4.
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Figure 4. Conventional therapies vs. gene therapy for chronic myeloid leukemia (CML). Tyrosine-
kinase inhibitor (TKI)-based conventional therapies are effective at silencing BCR/ABL1 in leukemic
stem cells (LSCs). Treatment cessation can lead to relapse because of the existence of residual
BCR/ABL1-positive cells. The appearance of TKI-resistant LSCs during treatment can lead to a relapse
of the disease. However, anti-BCR/ABL1 gene therapy would eliminate the oncogene at the genome
level. Corrected LSCs would be able to repopulate the bone marrow niche and thereby enable
normal hematopoiesis.
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In this scenario, lifelong oral medication is necessary, and treatment discontinua-
tion is only an option in those patients who were able to achieve and maintain strong
molecular responses. Lifelong administration facilitates adverse effects in many patients
and a significant percentage of them eventually become resistant to TKI treatment [44].
The identification of various forms of resistance has led to the development of second-
and third-generation TKIs that are effective against kinase-specific mutations in these
patients [45]. Taking this therapeutic scenario into account, it is still necessary to seek new
and definitive alternative therapies. Currently, any coding sequence can be abolished by
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas9 nucleases [46—48]
or zinc finger nuclease [49], which means there is an opportunity of a definitive cure avail-
able to TKI-resistant CML patients. Thus, CRISPR/Cas9 system could be a definitive
therapeutic option.

4. Genome-Editing Nucleases for Gene Therapy

Advances in molecular biology and genetics in recent years have broadened our
knowledge of genetically based diseases, and very many genes involved in their devel-
opment have been identified. These same advances have made it possible to develop the
genome-editing technology with which these candidate genes can be genetically manip-
ulated. With the advent of engineered chimeric proteins with nuclease activity, such as
zinc-finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-like effector nucleases (TALENS),
genome manipulation has become more feasible than ever [50,51]. These new approaches
overcome the difficulties associated with previous genome-editing techniques based on ho-
mologous recombination (HR), such as low efficiency, and laborious and time-consuming
assays [52]. The mechanism of action of genome-editing nucleases is based on the genera-
tion of double-strand breaks (DSBs) in the DNA that stimulate the endogenous cellular
DNA repair mechanisms: non-homologous end-joining (NHE]) and homology-directed
repair (HDR). NHE] results in the introduction of random insertion or deletion (indel)
mutations that, in a coding sequence, most frequently lead to frameshift mutations that
generate null alleles. The HDR pathway exploits the phenomenon of homologous re-
combination specifically to introduce an exogenous donor DNA template in the DSB site,
allowing mutated sequences to be replaced or edited [53], as shown in Figure 5.

Double-Strand Break (DSB)

NHEJ HDR
Ku 70/80 Strand invasion
DNA-PKcs RPA, RAD51
Artemis BRCA2
— om0 T

DNA ligase V'
XRCC4

Random Insertions/Deletions Homology-directed repair
Gene silencing Gene correction/replacement

Figure 5. The non-homologous end-joining (NHE]) mechanism involves the action of the proteins
ku70/80, DNA-PKcs, and Artemis, with the ability to bind to the free DNA ends that are generated.
The resected DNA ends are joined by the action of ligase IV with the insertion of a variable number of
nucleotides (indels) that, in most cases, lead to the generation of null alleles. The homology-directed
repair (HDR) pathway begins with the resection of the released DNA ends. The RPA, Rad51, and
BRCAZ2 proteins act by binding and protecting the ssDNA that is generated. Through homologous
recombination, the HDR pathway allows the introduction of DNA templates from exogenous donors
at the double-strand break (DSB) site, replacing the target genomic sequence.
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ZFN and TALEN have been widely used for decades, but the proteinaceous nature
of their structure leads to serious technical drawbacks, such as the complexity of design
and high costs [54]. Fortunately, the recent development of the CRISPR/Cas9 system
in the genome-editing field has revolutionized this methodology. The simplicity of this
system offers a powerful, effective, low-cost, and universal tool heralding a new era for
gene therapy.

5. Overview of the CRISPR/Cas9 System

Most of archaea and almost 50% of bacteria have an adaptive immune system to
defend them against phage infection. This system is defined by a genomic locus with a
series of short palindromic repeats separated by unique “spacers”, preceded by an AT-rich
“leader” sequence and forming a cluster [55]. Francisco Mojica was the first researcher in
1993 to describe this matrix of tandem-repeated sequences working on the archaea Haloferax
mediterranei [56]. Previously, a similar structure was described in Escherichia coli and he also
spotted a connection with eubacteria [57]. Mojica coined the acronym of CRISPR (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) in accordance with Ruud Jansen, who first
used the term in print in 2002 [58]. Three years later, it was reported that these unknown
spacer sequences had a high percentage of similarity with sequences found in various types
of bacteriophages and plasmids and it may represent a immunological memory [59-61].

In 2007, Barrangou et al. demonstrated that the CRISPR system was a rudimentary
prokaryotic immune system that protects prokaryotes against foreign DNA infections [62].
They also studied the role of the CRISPR-associated proteins (Cas) Cas7 and Cas9, suggest-
ing that Cas7 was involved in generating new spacers and repeats and Cas9 in breaking
the DNA [63]. Later it was showed that the different spacers are interspersed with tandem
sequences and they are expressed as small guide CRISPR RNAs (crRNAs). These crRNAs
were responsible for CRISPR-based resistance and they can be transferred from a resistant
to a naive strain, inducing resistance in the second. crRNAs drive the Cas9 protein to
cleave the invader genome, and this find opened the door to direct the destruction of a
DNA sequence like a restriction enzyme but in a specifically addressable manner [64—67].
Importantly, the only requirement for Cas9 nuclease activity was the existence of a small
PAM motif (protospacer adjacent motif) at the 3’ end of the target sequence [68-70]. A
single precise blunt-end cleavage event three nucleotides upstream of the PAM sequence
was the consequence of the Cas9 nuclease activity.

The transactivating CRISPR RNA (tractRNA) completed the puzzle to clarify the
nature of Cas9 activity [71]. The tracrRNA is a scaffold that partially hybridizes with the
crRNA and the Cas9 endonuclease, allowing all the components to be assembled [48], as
shown in Figure 6.

To further simplify the system, Charpentier and Doudna showed that the two RNAs
could function in vitro when fused into a single-guide RNA (sgRNA). Like Siksnys [72],
they showed that Cas9 could cut purified DNA in vitro and it could be programmed with
custom-designed sgRNAs [48].
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in prokaryotes. After the first viral infection, the Cas complex excises the viral DNA, then introduces it into the bacterial

genome. When the second viral infection occurs, a complementary RNA (crRNA) to that of the viral genome is used to

guide the Cas9 nuclease to degrade the viral DNA.

These discoveries and the demonstration of their in vitro activity opened the door to
using this system as a genome-editing nuclease [73]. However, the question that remained
to be addressed was whether the CRISPR system would also work in mammalian cells.
By mid-2012, Feng Zhang designed a robust three-component system consisting of Cas9
(orthologs from Streptococcus thermophilus or S. pyogenes), tractRNA, and a CRISPR array
for targeting 16 sites in the human and mouse genomes. Zhang answered the question and
he showed that it was possible to mutate one or several genes at the same time, inducing
indels by NHE]. Besides, the CRSPR system could insert new sequences at the target
site via HR when a repair template was added [74,75]. Its simplicity, effectiveness, and
universality mean that the CRISPR/Cas9 system has rapidly become the preferred tool for
RNA-guided genome editing. In fact, it has been widely applied for gene modification
in several model systems [76-80]. In 2006, the emergence of the “base editing” era, a
new approach that enables the direct, irreversible conversion of one target DNA base into
another in a programmable manner, without requiring DSBs or donor templates, was
developed from David Liu’s lab. An engineered fusion of CRISPR/Cas9 with the cytidine
deaminase enzyme has the ability to mediate the direct conversion of cytidine to uridine,
thereby effecting a C — T (or G — A) substitution [81]. The door to correct a variety of
point mutations relevant to human disease began to open. However, it was reported that
these DNA base editors can cause substantial off-target editing in both genomic DNA and
RNA, and thus further studies will be performed to improve the selectivity of DNA base
editors [82].

Despite system deficiencies that still need to be improved, it is likely that the CRISPR/Cas9
systems will be incorporated into the therapeutic strategy for the treatment of monogeni-
cally inherited disorders and malignancies whose pathological features can be attributed
to a single genetic event, such as gene fusion [83,84].

6. New CRISPR-Cas Systems and Approaches

However, Zhang’s scientific contributions did not stop there and continued (and
continue today) to revolutionize the field of gene editing. In 2015, Zhang's team reported a
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novel and more accurate CRISPR system from Acidaminococcus and Lachnospiraceae, with
efficient genome-editing activity in human cells, the Cas12a (Cpfl) [85]. The Cpfl coding
sequence is smaller than Cas9, it requires only one RNA (tracrRNA-independent), and
generates sticky-end DSBs that are less prone to non-homologous end joining (NHE]), being
ideal for precise gene editing. Given these advantages, the Cpfl system is more feasible to
in vivo deliver and it could become a better gene-editing tool than Cas9 [86,87]. A peculiar
property of Cas12a was that it completely degraded single strand DNA molecules after
its activation. By combining Cas12a ssDNase activation with isothermal amplification,
Doudna’s team created a method named DETECTR (DNA endonuclease-targeted CRISPR
trans reporter), which achieves attomolar sensitivity for DNA detection, showing its ability
to detect human papilloma virus in patient samples in a rapid and specific manner [88].

In 2017, Zhang and colleagues again astonished the scientific community, reporting
a novel CRISPR system to target and edit RNA, the class 2 type VI CRISPR-Cas effector
Casl13a [89,90]. The nuclease activity of this protein allows gene knockdown without
genomic alteration. However, Cas13a cleaves all the RNAs around after it becomes enzy-
matically active following the first single strand RNA break. Far from being a disadvantage,
this promiscuous feature was used for DNA or RNA detection in diagnostics [91]. Specific
high-sensitivity enzymatic reporter unlocking (SHERLOCK) was the first platform based
on CRISPR-Cas13 systems for rapid and specific detection of viruses or mutations in patient
liquid biopsy samples [92].

7. CRISPR Gene Therapy in CML

In the last five years, the number of scientific papers reporting work on CRISPR/Cas9
in the context of leukemia research has increased enormously [84,93-96]. Many of them
concern in vitro studies to clarify the role of a variety of genes in leukemia development [97].
These studies identify key genes that will subsequently be edited in leukemic cells using
CRISPR/Cas9 technology.

In 2015, Valletta et al. demonstrated for the first time that the CRISPR/Cas9 system
could correct acquired mutations in a human myeloid leukemia cell line [98]. CRISPR-Cas9
was then successfully used in animal models of genetic diseases. Finally, the first clinical
trials involving CRISPR-Cas9 in humans were initiated in 2016 [99].

Focusing on hematopoietic stem cells (HSCs), the first clinical trial to treat thalassemia
(NCTO03655678) using CRISPR-Cas9-modified HSCs was approved in 2018 [100]. In this
sense, CML could also be one of the best candidates with which to evaluate the thera-
peutic potential of the CRIPSR/Cas9 system. CML is an HSC malignancy directed by a
single oncogene. The singularities of HSCs, which sustain the long-term generation of
all hematopoietic lineages, make CML an ideal candidate for gene therapy. The special
characteristics of self-renewing and multipotent HSCs imply that gene editing or ablation
by CRISPR will be inherited by all daughter cells, restoring a new hematopoiesis. Fur-
thermore, the peculiarities of the hematopoietic compartment, which make possible the
collection and subsequent reinfusion of HSCs, enable the development of ex vivo therapies,
and thereby the evaluation and selection of the edited HSCs, improving the safety and
efficiency of the process.

Imatinib therapy is based on the knowledge that the BCR/ABL1 fusion is the under-
lying cause of CML pathogenesis. For this reason, it is reasonable to surmise that the
CRISPR/Cas9-induced gene interruption of BCR/ABL1 might offer a definitive cure. Sev-
eral studies have been recently performed to study the ability to disrupt the BCR/ABL1
oncogene, showing the CRISPR-Cas9 system as a therapy tool ready to reach clinical trials
in the near future, as shown in Table 1.

The development of immunodeficient mice for human HSC engrafting [101] and of
mouse models that mimic human CML [102] has provided new opportunities to evaluate
these CRISPR/Cas9 therapeutic applications. Recently, several in vitro and in vivo studies
have explored the ability of CRISPR/Cas9 to destroy the BCR/ABLI gene fusion. In 2017,
Garcia-Tufién and coworkers demonstrated for the first time that the CRISPR/Cas9 system
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effectively abrogates the BCR/ABL1 oncogene, reversing its tumorigenic activity [96]. They
showed in a CML xenograft animal model how edited CRISPR cells lost their ability to
proliferate and survive, and that no tumors developed when the edited cell was selected.
Their results constituted the proof-of-principle that BCR/ABLI abrogation by the CRISPR
system results in the loss of tumorigenicity.

Table 1. Therapeutic strategies to disrupt the BCR/ABL1 oncogene in CML by genome-editing nucleases.

Target

Cell Type Genome Editing System Outcomes Reference

Subcutaneous injection of edited
single cell derived clones was

Fusion sequence Boff p210 (mouse) CRISPR/Cas9 unable to generate tumors in a CML [96]
xenograft model.
Intravenous tail vein injection into
K562 (human) and N eowed s lowet tamorgenie
BCR exon 1 patient derived CD34+ ZFNs N & . [95]
cells capacity in vivo. Lower proliferative
capacity in vitro was observed in
edited primary cells.
Similar results to those of their
K562 (human) and CRISPR RNA-guided FokI previous work.. High eff1c1e.3ncy and
ABL1 exon 2 patient derived CD34+ greater security by reducing the [94]
nucleases (RFNs)
cells frequency of off-targets, compared
with CRISPR/Cas9 system.
K562 (human) and V11jus—rr}ed1ated ABLl—targetling to
. edit luciferase-labeled K562 into a
peripheral blood systemic leukemia xenograft model
ABL1 exon 2 mononuclear cells CRISPR/Cas9 . . . . ’ [103]
Bioluminescence imaging showed a
(PBMCs) of CML g . -
; significant reduction of leukemic
patients cells in vivo.
Specific targeting of the BCR/ABL1
fusion sequence with a pair of
K562 (human) and guides directed towards intronic
Fusion sequence patient derived CD34+ CRISPR/Cas9 sequences of each of the genes [84]
cells involved in the fusion that will
cause a deletion in those cells that
carry the translocation.
Edited HSCs from CML mouse
model restored normal
Boffp210 (mouse), K562 hematopoiesis in NOD/SCID bone
(human), Lin- CML marrow niche. Edited
ABLL exon 6 mouse model and CRISPR/Cas9 patient-derived CD34+ are capable [104]
patient-derived CD34+ of regenerating normal

hematopoiesis in the bone marrow
niche of NOD/SCID mice.

In 2018, Wenli Feng’s group demonstrated that other genome-editing nucleases, like
ZFN nucleases, achieved the abrogation of the BCR/ABL1 oncogene [95]. Using a pair
of ZFNs targeting the exon 1 of BCR, a premature stop codon was created triggering a
truncated oncoprotein. The apoptotic rate was higher, and the proliferative capacity was
lower in the ZFN-edited cells. The same group published a subsequent study in which they
overcame the technical limitations linked to the use of the ZFNs [94]. The authors adopted
a new strategy based on CRISPR RNA-guided Fokl nucleases (RFNs) to target exon 2 of
ABL1. According to them, the combination of the universality of the CRISPR site design
and the specificity of the Fokl cleavage would provide an efficient and secure editing
tool that would avoid the limitations of previous systems, such as the labor-intensive
design of ZFNs and off-targets of CRISPR/Cas9. RFN-editing proved to be effective,
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achieving a reduction in the expression of BCR/ABLI and its downstream targets, in the
imatinib-sensitive and imatinib-resistant forms of K562. Edited cells showed a loss of their
malignant potential, reflected in a depressed proliferative and colony-forming capacity
in vitro. Furthermore, when these edited cells were transplanted by intravenous injection
into the tail vein of immunodeficient NOD/SCID animals, they showed an impaired
in vivo leukemogenic capacity.

Recently, new work focusing on the disruption of BCR/ABLI by genome-editing
nucleases as a therapeutic strategy in CML has revealed the therapeutic potential of the
CRISPR system. In 2020, Chia-Hwa Lee et al., using a CRISPR/Cas9 lentiviral vector to
disrupt ABL1 in the human CML K562 cell line, demonstrated a reduced proliferation rate
as a consequence of BCR/ABL1 disruption [103]. Ex vivo transduction of peripheral blood
mononuclear cells from CML patients was performed to evaluate the therapeutic potential
of this viral system in the clinical milieu. They observed a high rate of apoptosis in the
transduced cells and demonstrated that the disruption of the ABLI non-rearranged allele
did not trigger important consequences. The T-cell lineage was not affected by CRISPR
activity at this ABLI non-translocated locus.

A new approach based on the use of two guides to induce a large deletion and
selectively eliminate fusion oncogenes has been developed by Rodriguez-Perales and
coworkers [84]. Combinations of two sgRNAs targeting BCR intron 8 and ABL intron 1
regions were designed to induce a 133.9 kb deletion on BCR/ABL1 oncogene. This new
strategy induced a frameshift alteration of the entire ABL1 DNA-binding domain. For
any given sgRNA combination, electroporated K562 cells showed a significant decrease
(~85%) in clonogenic capacity in vitro and an increase in apoptosis. Importantly, they used
cord blood-derived human hematopoietic progenitor hCD34+ cells to study whether a
side effect was produced because of the CRISPR-Cas9 activity. In vitro analysis of targeted
CD34+ cells revealed no difference in proliferation in long-term culture, suggesting no
production of collateral cancer-driven genomic alterations. Besides, K562 transduced cells
with an adenoviral vector carrying all the CRISPR reagents were subcutaneously injected
into immunodeficient mice resulting in an 88% decrease in tumor size compared with
control tumors.

Finally, Vuelta et al. recently reported their design of a new CRISPR/Cas9 short-
deletion system that efficiently interrupts the BCR/ABL1 oncogene in murine and human
cell lines and, for the first time, in primary leukemic stem cells Scal+ from a CML mouse
model and CD34+ from human CML patients [104]. They demonstrated that CRISPR/Cas9-
edited LSCs had impaired tumorigenic activity and fully restored capacity for multipotency.
Further, they showed that the infusion of CRISPR/Cas9-edited LSCs confer a significant
therapeutic benefit on orthotopic patient-derived xenografts (PDXs) and on CML mouse
models. They revealed that CRISPR/Cas9 technology can easily be used to destroy driver
oncogenes like BCR/ABL1, providing proof-of-principle for gene therapy through genome-
editing nucleases.

8. Future Directions

With the advent of genome-editing nucleases and, especially, the CRISPR/Cas9 system,
the possibilities of modifying the genome of species have reached hitherto unimaginable
limits. In this context, gene therapy is one of the fields that has experienced a great impulse.
The possibility of definitively curing genetic diseases, by direct correction of the underlying
cause of the pathology, has ceased to be a future possibility and become a current reality.
However, certain limitations still hinder the use of gene therapy as part of routine medical
practice. Like other gene therapy approaches, the greatest limitation of in vivo CRISPR
therapy is the difficulty of finding an optimal and safe delivery method. On the other hand,
the preexisting adaptive immunity to Cas9 proteins in humans [105] could be considered
and new Cas proteins should be employed. The issue about CRISPR off-targets also needs
to be resolved [106]. The CRISPR-Cas9 system induces DSBs at target sites in genomic
DNA, but can also generate undesirable cleavages outside of on-target sites. Cleavage
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at off-target sites can trigger mutations which may result in the disruption of normal
genes. Efforts to discover new Cas variants with high fidelity and a protospacer adjacent
motif less restrictive than NGG sequence will offer soon a solution [107,108]. Finally,
despite the development of new and increasingly efficient methods, 100% editing efficiency
is unattainable. However, guaranteeing the absence of unedited cells is imperative in
hematopoietic malignancies that are clinically treated, such as the disruption of BCR/ABL1
in CML. A possible solution would involve the selection of the correctly edited cells, which
would entail the design of genome-editing approaches that simultaneously allow the
genetic correction and expression of a selectable cell marker.

In summary, the enormous therapeutic potential of the CRISPR/Cas tools have been
widely corroborated in numerous research papers and in clinical trials. There are technical
limitations associated with this technology, but the number of possible alternatives to
overcome them has increased at the same rate. We are certain that CRISPR/Cas gene
therapy will become a routine clinical practice in the near future.
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Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic malignancy produced by a unique oncogenic event involv-
ing the constitutively active tyrosine-kinase (TK) BCR/ABL1. TK inhibitors (TKI) changed its prognosis and natural
history. Unfortunately, ABLT remains unaffected by TKIs. Leukemic stem cells (LSCs) remain, and resistant muta-
tions arise during treatment. To address this problem, we have designed a therapeutic CRISPR-Cas9 deletion sys-
tem targeting BCR/ABL1. The system was efficiently electroporated to cell lines, LSCs from a CML murine model,
and LSCs from CML patients at diagnosis, generating a specific ABLT null mutation at high efficiency and allowing
the edited leukemic cells to be detected and tracked. The CRISPR-Cas9 deletion system triggered cell prolifera-
tion arrest and apoptosis in murine and human CML cell lines. Patient and murine-derived xenografts with
CRISPR-edited LSCs in NOD SCID gamma niches revealed that normal multipotency and repopulation ability
of CRISPR edited LSCs were fully restored. Normal hematopoiesis was restored, avoiding myeloid bias. To the
best of our knowledge, we show for the first time how a CRISPR-Cas9 deletion system efficiently interrupts
BCR/ABLT oncogene in primary LSCs to bestow a therapeutic benefit. This study is a proof of concept for genome
editing in all those diseases, like CML, sustained by a single oncogenic event, opening up new therapeutic
opportunities.
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Introduction

Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic
stem cell (HSC) disorder in which BCR-ABL1 oncopro-
tein has a constitutively active tyrosine kinase (TK) initi-
ating and maintaining the disease during the chronic
phase (CP).'”” Aberrant kinase signaling activates
downstream targets® '’ and reprograms the cell to cause
uncontrolled proliferation and results in a myeloprolifer-
ative disorder. Without an effective treatment, the CP
evolves to an aggressive phase called the blast crisis, re-
sembling acute leukemia and leading to patient mortality

from infection, thrombosis, or anemia.'®'"” CML is a TK-
dependent disease that from a clinical point of view is not
as problematic as it was 20 years ago thanks to TK inhib-
itors (TKI). First-line treatment with TKI drugs in CP-
CML patients has led to their life expectancy becoming
the same as that of the healthy population.'®** However,
despite the effectiveness of TKI drugs, leukemic stem
cells (LSCs) remain ‘‘oncogenic quiescent,”” and treat-
ment should be continued indefinitely, with resistances
observed in approximately 25% of patients.*** There-
fore, it is still necessary to seek new therapeutic
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alternatives, and the CRISPR-Cas9 system® >’ could be a

definitive therapeutic option. Preliminary CRISPR assays
to disrupt BCR/ABLI have been mainly reported in CML
cell lines with good results.”*** However, in primary
CML cells, unresolved critical questions about the engraft
capacity, multipotency, or putative therapeutic benefit of
CRISPR-edited LSCs are pending.

The present work demonstrates that CRISPR-Cas9
technology efficiently avoids the oncogenic effect not
only in CML cell lines but also in primary LSCs from
CML patients and murine models. To the best of our
knowledge, we show that CRISPR-edited LSCs in vivo
colonize and repopulate the murine bone, restoring the
normal hematopoiesis and bestowing a clinical benefit.
Our study provides proof of principle for genome editing
in CML patients.

Methods

BCR/ABL1 in silico analysis and CRISPR-Cas9 deletion
system design and reagents

In most CML patients, the point of fusion in BCR is
located on the major region (M-bcr) downstream of
exons 13 or 14, whereas the break point of the ABL
gene is generally located upstream of the second
exon (a2).**?> This translocation produces a 210kDa
chimeric protein containing BCR as an N-terminal
fusion partner joined to most of ABL1 protein (Sup-
plementary Fig. S1).>**7 In order to destroy the
BCR-ABL TK domain and thereby prevent Tk activity,
we designed two single guide RNAs (sgRNAs; ABL
TK1-sgRNA and ABL TK2-sgRNA; Supplementary
Table S1 and Fig. 1) to generate a small deletion
(101bp) targeting the ABL exon 6 (Supplementary
Fig. S1). TK-sgRNA sequences were designed with
the BreakingCas web tool.

In K562 in vitro experiments, we used an irrelevant
sgRNA (mock) as a control (Integrated DNA Technol-
ogy; CRISPR-Cas9 negative control crRNA for humans,
mice, and rats).

HSC transplantation

After 24h in cytokine-enriched culture, 1.8x10° Lin~
cells from Tgp210" C57BL/6 mice or human CD34"
cells from the CML bone marrow (BM) sample were di-
vided to undergo only Cas9 (control) or full CRISPR sys-
tem (Cas9 and ABL-TK sgRNAs) electroporation.

As a control for murine-murine BM transplantation
(BMT), we used Tgp210" mice (CML disease) and
C57BL/6J wild-type (normal hematopoiesis). For human—
murine BMT, we used 9x10° hCD34" leukemic stem
cells from CML patients (control disease) and 9x 10°
healthy hCD34" cells (normal hematopoiesis).

VUELTA ET AL.

Electroporated and non-electroporated HSCs from all
groups were injected intravenously through the lateral
tail vein in 4- to 5-week-old sublethally irradiated
NOD SCID gamma (NSG) mice (Charles River Labora-
tories; 2 Gy, 4 h before injection). Mice were irradiated
at the Radioactive Isotopes and Radioprotection Serv-
ice, NUCLEUS, University of Salamanca. Mice were
sacrificed by anesthetic overdose 4 or 6 months after
injection.

Murine model, cell lines, cell samples, isolation,
electroporation, and culture conditions

We used a CML murine model expressing the human
BCR/ABLI cDNA under tec promoter.38

The murine CML Boff-p210 cell line, derived from the
hematopoietic cell line Baf/3,” was maintained in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (Gibco, Thermo Fisher
Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and 1% penicillin/streptomycin (Thermo Fisher
Scientific). The interleukin (IL)-3-dependent Baf/3 cells
were grown in the same medium supplemented with
20% WEHI-3-conditioned medium as a source of IL-3.

The human CML-derived cell line K562 was pur-
chased from the DMSZ collection (Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH). K562 cells were cultured in
RPMI 1640 medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/strepto-
mycin (Thermo Fisher Scientific). All cell lines were in-
cubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere.

Murine hematopoietic cells were isolated from murine
BM samples by flushing their femurs with a syringe con-
taining 2 mL phosphate-buffered saline (PBS) 10% FBS.
After red blood lysis treatment, AutoMACs sorter with a
Direct Lineage Cell Depletion Kit (Miltenyi Biotech)
was used to separate Lin~ stem cells, which were then
maintained in culture for 24 h in Iscove Modified Dulbec-
co’s Medium (IMDM; Gibco, Thermo Fisher Scientific)
supplemented with 2% FBS, mIL-3 (10 ug/mL), mIL-6
(10 ug/mL), thrombopoietin (mTPO; 10 ug/mL), and
stem cell growth factor (mSCF; 10 ug/mL; Preprotech
EC Ltd.). Mice were housed in a temperature-controlled
specific pathogen-free (SPF) facility using individually
ventilated cages, standard diet, and a 12h light/dark
cycle according to EU laws at the Servicio de Experimen-
tacion Animal, University of Salamanca.

The study with animals followed Spanish and Euro-
pean Union guidelines for animal experimentation (RD
1201/05, RD 53/2013, and 86/609/CEE) and was ap-
proved by the Bioethics Committee of the University of
Salamanca and Conserjeria de Agricultura y Ganaderia
de la Junta de Castilla y Le6n (registration number 359).
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FIG. 1. Functional analysis of the CRISPR-Cas9 deletion system in the Boff-p210 cell line. (A) Polymerase chain
reaction (PCR) amplification of ABL exon 6 in Boff-p210 cells electroporated with solely Cas9 (Boff-Cas9), with Cas9
and both sgRNAs (Boff-ABL-TK), and in single-cell clones derived (SC-Cas9 and SC-ABL-TK). (B) Sanger sequencing of
the amplified region of ABL exon 6. (C) Reverse transcription polymerase chain reaction (PCR) of ABL exon 6
showing a smaller mRNA transcript in SC-ABL-TK than in control cells (parental and SC-Cas9). The 101 bp deletion
was confirmed by Sanger sequencing in SC-ABL-TKs. In silico analysis shows this deletion generates a premature
stop codon in ABL exon 7. (D) Quantitative PCR of ABL expression in Boff-p210 single-edited cell-derived clones (SC)
at the exon 7-8 level (M+ SEM; ***p < 0.001). (E) Western blot of BCR-ABL in Baf/3, Boff, and SC cells. Color images

are available online.

Human CD34" BM cells were isolated from seven pa-
tients at diagnosis. All patients were BCR/ABLI with
major BCR break points triggering p210 oncoproteins.
BM samples were treated with an erythrocyte lysis buffer
followed by separation with AutoMACS sorter and CD34
Microbead Kit human (Miltenyi Biotech) and grown in

IMDM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) supplemented
with 2% FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific), hIL-3
(10 pg/mL), hIL-6 (10 pug/mL), hTPO (10 ug/mL), hSCF
(10 ug/mL), and Fms-related tyrosine kinase 3 ligand
(10 pug/mL; Preprotech EC Ltd.). CD34" cells were main-
tained in culture for 24 h before electroporation.
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The study with human samples and human data fol-
lowed the Spanish Biomedical Research Law 14/2007,
RD 1716/2011, RD 1720/2007, and European Regulation
2016/679 (General Data Protection Regulation). The
study was approved by the Ethics Committee for research
in human drugs (CEIC) of IBSAL, Salamanca, Spain
(reference PI5505/2017).

CRISPR-Cas9 ribonucleocomplex assembly

and electroporation

The guide RNAs targeting ABL TK domains were com-
posed by annealing equimolar concentrations of crRNA
(specific target sequence; Integrated DNA Technology)
and tracrRNA to a final duplex concentration of 44 uM
by heating at 95°C for 5 min and ramping down the tem-
perature to 25°C. Duplex (22 pmol) was incubated with
18 pmol of Cas9 enzyme (Integrated DNA Technology)
to a final volume of 1 uL for electroporation. We added
2 uL of 10.8 uM of Electroporation Enhancer (Integrated
DNA Technology) and 9 uL of cell suspension of 3 x 10’
cells/mL.

Cells were electroporated using a Neon Transfection Sys-
tem 10 uL Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) follow-
ing the manufacturer’s instructions. The electroporation
parameters for each cell type are described in the Table 1.

Genotyping

Genomic DNA from cells was extracted using the
QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) following the manu-
facturer’s protocol. We amplified the ABLI target regions
using polymerase chain reaction (PCR; oligos described
in Supplementary Table S1). PCR products were purified
using a High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
and sequenced by the Sanger method using forward and
reverse PCR primers.

Reverse transcription PCR and quantitative PCR

To test BCR/ABLI mRNA expression, 150ng of total
mRNA from cells was extracted with a RNeasy mini
kit (Qiagen) and in vitro-retrotranscribed (SuperScript
IIT First-Strand Synthesis Super Mix Kit, Thermo Fisher
Scientific). cDNA was used as a template to PCR amplify
and to Sanger sequence the BCR/ABLI exon 6 (Supple-
mentary Table S1).

Table 1. Cell Electroporation Parameters

Cells Pulse voltage (V) Pulse width (ms) Pulse number
Boff-p210 1,700 2 1
K562 1,450 10 3
mLin~ 1,700 2 1
hCD34* 1,600 10 3

VUELTA ET AL.

BCR/ABLI and GAPDH expression was quantified by
quantitative PCR (Applied Biosystems) using specific
BCR and ABL and GAPDH oligos (Supplementary
Table S1).

Western blot and immunofluorescence

BCR-ABL protein expression was assessed by sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and
Western blotting using a murine anti-ABL antibody
(1:1,000; Santa Cruz Biotechnology). Horseradish
peroxidase—conjugated o-mouse antibody (1:10,000;
NA931V, GE Healthcare) was used as a secondary
antibody. Antibodies were detected by ECL™ Western
Blotting Detection Reagents (RPN2209; GE Health-
care). f-Actin expression was determined as a control
(mouse anti-f-actin 1:20,000; Sigma—Aldrich).

For immunofluorescence analysis, cells were fixed and
permeabilized onto poly-L-lysine-coated slides, as previ-
ously described.*® After blockade, slides were incubated
with anti-ABL (Santa Cruz Biotechnology) antibodies at
1:1,000 dilution for 2 h. Cy5® Goat Anti-Mouse (Jackson
ImmunoResearch) was used as a secondary antibody
(1:1,000; 1h). Nuclei were stained with DAPI (4',6'-
diamidine-2-fenilindol), diluted in PBS, and incubated
for 3 min at room temperature. Cells were washed twice
in PBS, and slides were mounted with Vectashield reagent
(Vector Laboratories). Images were acquired with the
Leica TCS SPSDMI-6000B confocal microscope.

Apoptosis and cell-cycle analysis

Apoptosis was evaluated by flow cytometry with annexin
V-Dy634 (apoptosis-detection kit ANXVVKDY; Immu-
nostep). Briefly, 5x10° cells were collected, washed
twice in PBS, and labeled with annexin V-DY-634 and
non-vital dye propidium iodide (PI) to enable the discrim-
ination of living cells (annexin-negative, PI-negative),
early apoptotic cells (annexin-positive, PI-negative), and
late apoptotic or necrotic cells (annexin-positive, PI-
positive). In parallel, cell distribution in the cell cycle
phase was also analyzed by measuring DNA content (PI la-
beling after cell permeabilization). Data were analyzed
using FlowJo vX.0.7 (TreeStar).

Flow cytometry analysis and cell sorting

Boff-p210 cells were selected by fluorescence-activated
cell sorting (FACS) using FACS Aria (BD Biosciences)
48 h after electroporation with the CRISPR-Cas9 re-
agents (crRNAs and ATTO-labeled tracrRNA; Integrated
DNA Technology). Single cells were seeded on a 96-well
plate, establishing the SC-ABL-TK and SC-Cas9 clones.
Peripheral blood from NSG mice was obtained by
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submandibular puncture. BM cells were isolated from
NSG mice by flushing the tibia and femurs. Red blood
cells were lysed, and white cells were washed twice in
PBS. Fluorophore-conjugated antibodies for murine and
human FACS analysis were: anti-mCD45 (PerCP-Cy5),
anti-mB220 (PE), anti-mIgM (APC), anti-mCD4
(FITC), anti-mCD8 (APC), and anti-mCD45 (PerCP-
CyS), all from Biolegend; anti-mGrl (APC-Cy7),
anti-mMac (FITC), anti-scal (PE) and anti-mCD117
(PE-Cy7), anti-hCD45 (FITC), anti-hCD34 (APC), anti-
hCD14 (APC-H7), anti-hCD117, and anti-hCDI15
(FITC), all from BD Biosciences; and anti-hCD19 (PE-
Cy7; Immunostep). Data were analyzed using FlowJo
vX.0.7 (TreeStar).

Off-targets analysis

The top three predicted coding off-target sequences for
each sgRNA used (Supplementary Fig. S5) were ana-
lyzed with the T7 endonuclease I (T7EI) mismatch cleav-
age assay’' following the manufacturer’s indications
(Integrated DNA Technologies). Target DNA sequences
were amplificated by PCR using specific oligonucleotides
(Supplementary Table S5) in human and murine LSCs.
To form the heteroduplex complexes, PCR products
were denatured at 95°C for 10min and then ramping
down the temperature (95-85°C, —2°C/s, and 85-25°C,
0.3°C/s). The heteroduplex products were incubated with
T7EI for 1 h at 37°C and visualized in 2% agarose gel.

RNA-seq assay and bioinformatic analysis

In order to validate that Cas9 or Cas9 + irrelevant
sgRNAs do not have important transcriptional effects, a
RNA-seq and a bioinformatic analysis was performed
with three independent biological replicates by group,
in the following groups: (1) K562 Cas9 (K562 cells +
Cas 9 alone), (2) K562 Mock (K562 cells + Cas9 and ir-
relevant sgRNA), and (3) K562 ABL-TKs (K562 cells +
Cas9 and ABL-TK sgRNAs).

Samples were quantified with the Salmon algorithm42
setting with the following parameters: paired-end, default
parameters. Differential expression (DE) analysis was
performed with DESeq2.** Functional enrichment analy-
sis was performed with the goseq R package.** It was ex-
ecuted with the following parameters: test=Wald; fit.
Type =parametric. The protocol was executed using the
RNA-seq analysis platform.*’ The results are shown in
Supplementary Figures S6 and S7 and Supplementary
Tables S6 and S7. RNA-seq was performed at the
Sequencing Service of NUCLEUS, University of Sala-
manca, and bioinformatic analysis was performed at
the Bioinformatics Service of NUCLEUS, University of
Salamanca.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism v6 (GraphPad Software). Group differences be-
tween levels of annexin V labeling and BCR/ABLI1 ex-
pression were tested with one- and two-way analysis of
variance (ANOVA), respectively, and Tukey’s multiple
comparisons test. Differences in percentages of hemato-
logical populations were estimated by two-way
ANOVA. Statistical significance was concluded for val-
ues of p<0.05 and p<0.001.

Results

The CRISPR-Cas9 deletion system efficiently disrupts
the BCR/ABLT oncogene, preventing its expression
The murine CML cell line Boff-p210 was electroporated
with Cas9 RNP joined to two specific sgRNAs targeting
the ABL TK domain at exon 6 (Boff-ABL-TK) or without
sgRNAs as a control (Boff-Cas9). A 473 bp band corre-
sponding to BCR/ABLI genomic exon 6 was amplified
by PCR in Boff-ABL-TK and Boff-Cas9 cells. As
expected, an extra band of 368 bp was detected only in
Boff-ABL-TK cells, suggesting the presence of a deletion
generated by both RNA guides (Fig. 1A). Sanger se-
quencing revealed a mixture of sequences between the
expected cleavage points of both guides (Fig. 1B) and
confirmed the specific deletion. To analyze the deletion
effect, we isolated a single-cell-derived clone (SC) carry-
ing the specific CRISPR deletion affecting the ABL1 TK
domain (SC-ABL-TK). PCR of ABL exon 6 showed a sin-
gle band of 368 bp in SC-ABL-TK cells, in contrast with a
469 bp band observed in SC-Cas9 cells (Fig. 1A). The
specific 101 bp deletion was confirmed by Sanger se-
quencing in Boff-ABL-TK and SC-ABL-TK (Fig. 1B).
To determine the effect of the CRISPR deletion at
mRNA and protein levels, ABL expression was quantified
by reverse transcription (RT)-PCR and Western blot. As
expected, SC-ABL-TK cells showed a shorter human ABL
mRNA than full-length sequences (Fig. 1C). Sanger se-
quencing of RT-PCR products confirmed a mRNA carry-
ing a 101 bp deletion in SC-ABL-TK cells, giving rise to a
frameshift mutation due to a premature STOP codon at
the contiguous ABL exon 7 (Fig. 1C). To determine
whether the frameshift mutation triggers mRNA decay,
quantitative PCR was performed using oligos down-
stream from the deletion (junction of exons 7 and 8; Sup-
plementary Table S1). SC-ABL-TK cells showed a
statistically significant lower level of expression (2.6%,
p<0.001; Fig. 1D). Western blot analysis showed that
Boff-Cas9 and SC-Cas9 cells normally expressed a
250kDa BCR/ABLI1 protein, while SC-ABL-TK-edited
cells exhibited no expression of BCR/ABLI1 similar to
parental BaF/3 cells (Fig. 1E).
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To establish whether these results are also reproduc-
ible in human cells, the patient-derived cell line K562
was electroporated with Cas9 RNP joined to two TK
sgRNAs targeting BCR/ABLI exon 6. A 473 bp band cor-
responding to BCR/ABLI exon 6 was amplified by PCR
in K562-Cas9 cells (control) and K562-ABL-TK cells.
As expected, an extra band of 372bp was detected in
K562-ABL-TK cells, and Sanger sequencing confirmed
the specific deletion (Fig. 2A). BCR/ABLI oncogene ex-
pression was determined by quantitative PCR, which
revealed significantly (p<0.001) lower BCR/ABLI
mRNA levels in K562-ABL-TK cells than control paren-
tal and Cas9 cell lines (Fig. 2B). Western blot analysis of
ABL and BCR-ABL in K562-ABL-TK cells detected a
lower level of expression of both proteins (Fig. 2C).
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The ABL immunofluorescence assay confirmed a huge
decrease of BCR/ABLI-positive cells in the K562-
ABL-TK pool (Fig. 2C).

The CRISPR-Cas9 deletion system abolishes the BCR/
ABL1 oncogenic effect in CML cell lines

To determine the biological significance of disrupting the
sequence of BCR/ABLI with the CRISPR system at the
ABLI TK domain, we analyzed the apoptosis levels and
DNA content of CRISPR-edited and control cells. Unlike
BaF/3, Boff-p210 cells are IL-3 independent for growth
and survival due to the oncogene signaling. Thus, we
studied the effect of abrogating BCR/ABLI by CRISPR
in Boff-p210 cells in the absence of IL-3 (Supplementary
Fig. S2). Forty-eight hours after electroporation and IL-3
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FIG. 2. Functional analysis of the CRISPR-Cas9 deletion system in the K562 human cell line. (A) PCR
amplification of ABL exon 6 in K562 cells electroporated with Cas9 nuclease (K562-Cas9) and with Cas9 joined
to both sgRNAs (K562-ABL-TKs). Sanger sequencing of the amplified region revealed a 101 bp deletion between
the expected cleavage points. (B) Quantitative PCR of BCR/ABL (left) and ABL (right) mRNA in K562 (parental),
K562-Cas9, and K562-ABL-TK (M + SEM; ***p < 0.001). (C) Western blot of ABL protein in parental, K562-Cas9,
and K562-ABL-TK (left). These results were corroborated by immunocytochemistry (right). Color images

are available online.
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withdrawal, we observed a basal level of mortality of
15.1% (annexin-V-positive cells) in SC-Cas9, similar to
that observed in the presence of IL-3 (13.3%), while
this level reached 99.1% on average in the SC-ABL-TK
cells (Supplementary Fig. S2A). Accordingly, we also
observed a 94.5% of cells in SubGO phase in SC-ABL-
TK with respect to unedited SC-Cas9 cells (2.1%) (Sup-
plementary Fig. S2B).

Similarly, we analyzed the apoptosis levels and DNA
content in human edited/unedited K562 cells (Supple-
mentary Fig. S3). We also detected a significant
(p<0.001) increase in annexin-V-positive cells (63.2%)
in K562-ABL-TK-edited cells, while unedited K562 (pa-
rental), K562-Cas9, and K562 mock cells showed lower
levels (8.4%, 14.5%, and 12.05%, respectively; Supple-
mentary Fig. S3A and B). DNA content analysis of

K562-Cas9-TKs cells showed 24.6% of SubGO cells,
while K562 and K562-Cas9 cells showed 1.76% and
4.87% of SubGO cells, respectively (Supplementary
Fig. S3C).

We quantified the editing efficiency of the sgRNAs
using Tracking of Indels by Decomposition (TIDE) soft-
ware (Netherlands Cancer Institute), which only required
two Sanger sequencing runs from wild-type cells and mu-
tated cells (Supplementary Fig. S4A and B). The indel in-
duction efficiency of the system was similar in murine
and human LSCs (49.9% and 46.7%, respectively). The
induced deletion efficiency was 60.5% in hLSCs (Supple-
mentary Fig. S4C) and was determined by DNA quanti-
tative PCR using oligos located on the deleted sequence
(ABL Ex6 qPCR F/ABL ex7 qPCR R; Supplementary
Table S1).
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FIG. 3. CRISPR-Cas9 deletion system in murine leukemic stem cells (mLSCs). mLSCs were isolated from TgP210+
murine bone marrow (BM) and electroporated with Cas9 and with Cas9 joined to both sgRNAs (ABL-TK). (A) PCR
amplification of the genomic ABL exon 6 sequence and Sanger sequencing. (B) Quantitative PCR of BCR/ABL mRNA
(fusion point) and ABL mRNA (exons 7-8) in mLSC-Cas9 (control) and mLSC-ABL-TK (edited) cells (M + SEM;
**¥p<0.001). (C) Anti-human ABL immunostaining of mLSC cells. Color images are available online.
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The CRISPR-Cas9 deletion system restores

the multipotent capacity and impairs the myeloid

bias in primary murine CML leukemic stem cells

To address whether a primary CML stem cell, with a
CRISPR-induced deletion at exon 6, reacquires its phys-
iological multipotency, we used a CML transgenic mouse
expressing BCR/ABLI human oncogene.”® Lin~ mLSCs
were isolated from CML transgenic mice with symptom-
atic chronic disease (>60% Grl" cells in peripheral
blood). An ABLI exon 6-specific deletion was induced
by electroporation of Cas9 RNP joined to ABL-TK
sgRNAs. PCR amplification of ABLI exon 6 in
mLSCs-ABL-TK cells showed the specific 368 bp band
due to CRISPR activity. PCR cloning and Sanger se-
quencing demonstrated the specific 101 bp deletion be-
tween Cas9 cleavage points (Fig. 3A).

Expression of BCR/ABLI mRNA from mLSCs-ABL-
TK cells was quantified by quantitative PCR. While
mLSCs-Cas9 control cells showed high BCR/ABLI
mRNA levels, we found significantly (p<0.001) lower
levels in mLSCs-Cas9 cells (Fig. 3B). Accordingly,
lower levels of ABL protein were also detected by immu-
nofluorescence in mLSCs-ABL-TK cells (Fig. 3C).

To test the multipotency of these mLSCs-ABL-TK
cells, we engrafted them and their counterpart mLSCs-
Cas9 cells into two NSG mice (NSG-Cas9 and NSG-
ABL-TK; Fig. 4A). Several hematopoietic cell lineages
from the peripheral blood of transplanted NSGs were an-
alyzed 120 days post transplant (Fig. 4B). Significantly,
we detected and isolated specific hematopoietic cells
populations such as myeloid cells (Gr1™), B-lymphocytes
(B220™), and T-lymphocytes (CD4" or CD8") arising
from both NSG-ABL-TK and NSG-Cas9 BMs. In con-
trast, FACS analysis only detected normal white cell per-
centages in peripheral blood from NSG-ABL-TK, while
the NSG-Cas9 counterpart exhibited a Gr1™ bias to the
detriment of the lymphoid linage (Fig. 4B). As expected,
PCR amplification of ABL exon 6 in all sorted popula-
tions from NSG-ABL-TK showed the presence of the
ABLI CRISPR-induced deletion (Fig. 4C). Unlike
NSG-Cas9, normal percentages of Grl* cells were

VUELTA ET AL.

detected in NSG-ABL-TK, at least by 60 days post
BMT. The BCR/ABLI quantitative PCR assay in sorted
CD45" cells from NSG-ABL-TKs at 120 days post
BMT showed lower expression (69.1+1.9%) than its
NSG-Cas9 counterpart (Fig. 4D).

mLSCs modified by CRISPR at the ABL1 locus restore
normal hematopoiesis

To determine whether the CRISPR-Cas9 deletion system
is potentially useful as a CML therapy, independent BMT
assays of CRISPR-edited and non-edited mLSCs were
performed in NSGs following this scheme (Fig. 5A):
(1) six NSG mice engrafted with CRISPR-edited
mLSCs from CML donors (NSG-ABL-TK), (2) six
NSG with non-edited mLSCs from CML donors (NSG-
Cas9), (3) five CML transgenic mice used as parental dis-
ease controls (CML-Tg), and (4) five wild-type mice as
normal controls (WT). All mLSCs were isolated from
BMs of at least one-year-old CML transgenic mice with
clinical disease (>60% Gr1™" cells in peripheral blood; Sup-
plementary Table S2). CRISPR-Cas9-induced deletion at
the ABLI TK domain in Lin- mLSCs was produced and
confirmed by PCR and Sanger sequencing. Peripheral
blood FACS analysis was performed 60 days after BMT
to study the hematological cell populations. The endpoint
was determined at 120 days (Supplementary Table S3).

CML symptoms, like splenomegaly, were observed in
four NSG-Cas9 and in all CML transgenic mice. How-
ever, all the spleens of NSG-ABL-TK were normal size
like those of WT mice (Fig. 5B).

The percentage of Grl™ cells increased in all NSG-
Cas9 mice, reaching 59.2+9.9% in peripheral blood
by the endpoint. In contrast, a significantly lower per-
centage of Grl™ cells was detected in NSG-ABL-
TKs (29.2+6.6%; p<0.001), similar to WT mice
(17.9+£3.4%; Fig. 5C and D). A significantly higher
percentage of Macl™ cells (55.2+8.2%) was observed
in NSG-Cas9 than in NSG-ABL-TK (31.7£5.7%; p<
0.05) and WT mice (19.6 £ 1.5%; p <0.05). As expected,
low levels of lymphoid populations were noticed in all
NSG-Cas9 and CML-Tg mice (Fig. 5C and D).

>

FIG. 4. Engraftment and multipotency capacity of CRISPR-Cas9-edited mLSCs. (A) Schematic representation of
the experimental procedure and study groups. (B) Four months after BM transplantation (BMT), murine CD45" cell
populations from peripheral blood were analyzed and isolated by fluorescence-activated cell sorting (FACS).
Lymphoid (B220*, CD4*, and CD8*) and myeloid (Gr1* and Mac1*) populations were identified in the blood
samples. (C) DNA samples from mCD45" cells from mLSC-Cas9 and mLSC-ABL-TK mice were PCR amplified,
revealing the presence of a CRISPR-Cas9-induced deletion in ABL exon 6 of the GR17, B220%, CD4*, CD8", and SCA"
cells. (D) Quantification of BCR/ABL expression in recovered mCD45 cells 4 months after transplantation (M+ SEM;

***p<0.001). Color images are available online.
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To study the correlation between percentage Grl™ cell
population and clinical disease stage, avoiding interindi-
vidual differences among donors, three independent
BMT assays were performed with three independent
mLSC donor mice (Supplementary Table S2 and
Fig. 5E). The different clinical disease stages were de-
fined as “‘initial phase”” (donor #1, Gr1* <40%), “‘chronic
phase” (donor #2, Grl™ >40% and <60%), and ‘‘ad-
vanced phase” (donor #3, Grl* >60%). LSCs from
each CML mouse were split in two samples and electro-
porated with or without all CRISPR reagents (NSG-ABL-
TK and NSG-Cas9). Both samples were engrafted into
NSG receptors and maintained for 6 months (Fig. SE).
At the initial point of BMT assay, CML donor mice
showed 35.4% (donor #1), 52.3% (donor #2), and
63.9% (donor #3) Grl* cells. Two months after BMT,
all NSG-ABL-TKs mice displayed normal levels of
Grl* cells (donor #1, 23%; donor #2, 8%; donor #3,
35%) and were similar 24 weeks after BMT. In contrast,
all NSG-Cas9 showed increasing Grl" populations at 2
months and reached pathological levels by the endpoint
(donor #1, 52%; donor #2, 62%; donor #3, 72%; Fig. 5E).

The CRISPR-Cas9 deletion system impairs myeloid

bias and restores physiological multipotency

in CD34" LSCs from CML patients

To corroborate the applicability of CRISPR technology
as a potential therapeutic tool in human CML, LSCs
CD34" were isolated from the BM of CP-CML patients
at diagnosis. CD34" hLSCs were electroporated with or
without all CRISPR reagents to induce the specific dele-
tion at BCR/ABLI exon 6 (hLSCs-ABL-TK and hLSCs-
Cas9). Specific deletion was detected and confirmed by
PCR and sequencing in hLSC-ABL-TKs (Fig. 6A). Quan-
titative PCR of BCR/ABL1 mRNA from hLSCs-ABL-
TKs showed significantly lower expression (p<0.001)
than controls (Fig. 6B). These results were confirmed
by Western blot (Fig. 6C).

VUELTA ET AL.

To explore the ability of the CRISPR-Cas9 system to
abolish the tumorigenic capacity of hLSCs, we studied
the proliferation and survival of hLSC-ABL-TK cells
(Fig. 6D). hLSC-ABL-TK displayed a lower proliferation
rate than hLSC-Cas9 cells did. Accordingly, hLSC-ABL-
TK also showed a higher percentage of cell death than
hLSC-Cas9 cells did (Fig. 6D).

CD34" LSCs from 10 CML-CP patients at diagnosis
were included to establish orthotopic PDX assays in
NSG mice as follows: seven CML CD34" samples
were split in two, seven were electroporated with all re-
agents (hLSC-ABL-TKs), seven were electroporated
solely with Cas9 (hLSCs-Cas9), and three CML CD34*
un-electroporated samples were used as disease controls.
In addition, three CD34" BM samples from healthy do-
nors were used as normal controls (NSG-healthy-
hCD34™). A total of 20 NSG of the same age were used
as receptors of these cells (Fig. 7A). In all NSG-hLSC-
ABL-TK, the percentages of myeloid cells (hCD14" and
hCD117") and lymphoid B cells (hCD19") were normal.
A representative FACS analysis of BM 180 days after
BMT is shown in Figure 7B. BCR/ABLI expression
analysis in hCD45"-sorted BM cells isolated from
NSG-ABL-TKs presented significantly lower levels than
NSG-hLSC-Cas9 (30.3£12.5% and 33.2+17.7%, re-
spectively; p <0.01; Fig. 7C).

FACS analysis of NSG BM samples 180 days after
transplantation revealed normal levels of hCD14"
(5.4+2.6%), hCD117" (15.5£8.7%), and hCDI19"
(84.9+3.9%) in all NSG-hLSC-ABL-TK (Fig. 7D
and Supplementary Table S4). In contrast, high levels
of CD14" (65.1£12.7%) and CD117" (86.5+5.1%)
and reduced levels of hCDI19" (15.1£3.7%) were
detected in all NSG-hLSC-Cas9 BM samples (p <0.001;
Fig. 7D).

Significantly, a linear regression analysis of hCD117"
and hCD19" cell populations in the NSG mice engraft-
ments showed an inverse correlation (*=0.9212)

>

FIG. 5. Therapeutic evaluation of the CRISPR-Cas9 deletion system in a murine model of chronic myeloid
leukemia (CML). (A) Schematic representation of the experimental procedure and study groups. (B) Macroscopic
aspect and spleen sizes of CML transgenic mice, wild-type mice, and NOD SCID gamma (NSG) recipient mice
(NSG-Cas9 and NSG-ABL-TK). (C) FACS quantification of Gr1* cells and representative micrography of hematoxylin-
stained peripheral blood. (D) FACS analysis of myeloid and lymphoid hematological populations generated in the
peripheral blood of NSG recipient mice after BMT: NSG-ABL-TK (pink box), NSG-Cas9 (red box). CML transgenic mice
(black box) and wild-type mice (gray box) were used as controls for CML disease and normal cell distribution
(median + SEM; *p < 0.05; **p <0.01; ***p<0.001). (E) Percentage and evolution of Gr1* cell population analyzed in
peripheral blood of NSG recipients with mLSC engraftments from CML transgenic mice at different stages of
disease. mLSCs were divided into two equal-sized groups and were electroporated with Cas9 (NSG-Cas9, red line)
and with Cas9 joined to both sgRNAs (NSG-ABL-TK, blue line) before BMT. Color images are available online.
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FIG. 6. Effects of CRISPR-Cas9 deletion system in human LSCs. Human CD34" LSCs were isolated from BM biopsies
of CML patients and electroporated with/without all the CRISPR-Cas9 reagents. (A) PCR amplification of ABL exon 6
in hLSC from patients electroporated with Cas9 nuclease (hLSC-Cas9) and Cas9 joined to both sgRNAs (hLSC-ABL-
TK). Sanger sequencing of ABL exon 6 of both cell populations. (B) Quantitative PCR of BCR/ABL (fusion BCR/ABL
exons, left) and ABL (exons 7-8, right; M+ SEM; ***p <0.001). (C) Western blot anti-ABL in hLSC cells. Cells
electroporated with Cas9, used as control, showed a single band corresponding to ABL (~ 135 kDa). However, hLSC
electroporated with ABL-TKs showed a lower expression level of ABL protein. (D) In vitro cell proliferation and
apoptosis analysis of hLSC after CRISPR-Cas9 editing. LSC proliferation and apoptosis levels were measured 24, 48,
and 96 h after electroporation with Cas9 (red) and Cas9 joined to ABL-TK sgRNAs (blue; M+ SEM; *p <0.05). hLSC-
ABL-TK showed a lower proliferation ability and a higher apoptosis rate than non-edited cells (hLSC-Cas9). Color
images are available online.
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among NSG-hLSC-ABL-TK and NSG-healthy-hCD34+
with respect to NSG-hLSC-Cas9 and NSG-hLSC
CD34" donors (Fig. 7E).

Discussion
Since the year 2000, the therapeutic landscape for CML
has been changed profoundly by TKI drugs,46 and most
patients with CP-CML have a normal life expectancy.
However, treatment cessation is only an option in a
small subset of patients.*” Unfortunately, TKI drugs
do not tackle the etiological cause. The oncogenic
event remains uncorrected, and a significant per-
centage of patients eventually become resistant to TKI
treatment.*®

Currently, any coding sequence can be abolished by
CRISPR-Cas9 nucleases’®?® or zinc finger nuclease,32
offering a definitive opportunity for TKI-resistant CML
patients. Our previous studies and, later, those of oth-
ers’™*!3 have demonstrated the effectiveness of the
CRISPR system for knocking out ABLI, avoiding its on-
cogenic potential similar to that described with TKI ima-
tinib and also affecting the c-ABLI normal allele.*’
Unlike imatinib treatment, in which toxicity is mild to
moderate due to its activity on other cell compartments
or on other TK enzymes,”® this CRISPR deletion ap-
proach affects only those hematopoietic cells that express
¢c-ABLI in a natural manner. Thus, the therapeutic activ-
ity and also the toxicity are restricted to the hematopoi-
etic system, and probably only defects in the
maturation of B cells in the BM could be expected.’'>?
Other studies in cell lines induced indel mutations at
ABLI coding sequence for abolishing its expression in

a permanent manner. CRISPR-Cas9 lentivirus for trans-
ducing peripheral blood mononuclear cells from a CML
patient demonstrated a significant increase in the number
of cells undergoing apoptosis.33 However, critical ques-
tions about using CRISPR as a new potential tool for
CML treatment remain, such as whether CRISPR-edited
LSCs can engraft and dominate BM hematopoiesis or if
the edited LSC recovers its physiological multipotential
commitment and thereby avoids the myeloid bias. Here,
we have developed a new strategy to generate CRISPR-
induced deletions at the ABL/I locus. A CRISPR large de-
letion system for abolishing the BCR-ABLI oncogene
was previously reported by others using two sgRNAs tar-
geting the intronic sequences, one in each of the genes in-
volved in the chromosome translocation.’®* Unlike
these studies, our design generates a short deletion with
a higher efficiency and probability than large deletions
due to the short distance between the CRISPR-Cas9
cleavage points. Besides, deletions have potential advan-
tages compared to indels, given the efficiency of biallelic
modification, ease of rapid identification by PCR, and
predictability of loss of function,” and have been tested
in healthy CD34" HSCs, preserving the multilineage po-
tential of the CD34" cell.’® We have designed two
sgRNAs for inducing a short deletion at the ABLI TK do-
main, guaranteeing the production of a truncated protein
with no TK activity and for tracking the edited cell and its
daughters. This system interrupted the BCR/ABLI onco-
gene, preventing entirely any oncogenic effect on survival
and proliferation in selected CRISPR-edited cells from
CML cell lines. In LSCs, a remaining expression of
BCR/ABLI is observed due to the overall efficiency

>

FIG. 7. Multipotency capacity and therapeutic evaluation of CRISPR-edited hLSCs in an orthotopic model. Human
CD34" LSCs were isolated from BM biopsies of CML patients, electroporated with/without all CRISPR-Cas9 reagents
and transplanted into irradiated NSG mice. (A) Schematic representation of study groups and experimental
procedure. (B) FACS analysis of human hematological cell populations in BM 24 weeks after BMT. NSG with hLSC
engraftments from patients electroporated with Cas9 nuclease are called NSG-hLSC-Cas9. NSG with hLSC
engraftments from patients electroporated with Cas9 joined to both sgRNAs are named NSG-hLSC-ABL-TK. (C)
Quantitative PCR of BCR/ABL (fusion BCR/ABL exons, left) and ABL (exons 7-8, right) in hCD45 cells from NSG BM
24 weeks after BMT. (D) FACS analysis of human hematological hCD45" cell population 24 weeks after BMT in NSG
mice. NSG with hLSC engraftments electroporated with Cas 9 are called NSG-hLSC-Cas9 (red boxes), and those
with Cas9 joined to sgRNAs are called hLSC-ABL-TK (pink boxes). NSG with healthy hCD34" engraftments (NSG-
healthy-hCD34", gray boxes) were used as normal controls. NSG with untreated hCD34" cells from CML patients
(NSG-hLSC-CD34"; black boxes) were used as a control disease (***p<0.001). (E) Linear regression analysis of
hCD117" and hCD19" cell populations in NSG mice engraftments. NSG with hLSC engraftments electroporated
with Cas 9 are represented with pink dots, and those with Cas9 joined to sgRNAs are represented with red dots.
NSG with healthy hCD34" engraftments (NSG-healthy-hCD34") are represented with gray boxes. NSG with
untreated hCD34" cells from CML patients (NSG-hLSC-CD34") are represented with black boxes. Color images are
available online.
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ratio intrinsic to the delivery and genome edition
processes.”>?71733 Despite this, a significantly therapeu-
tic benefit in murine models and PDX was confirmed in
primary LSCs for the first time to our knowledge.

Several BMT assays in NSG mice were used as the
best tool for studying the multipotency of human and mu-
rine HSCs in vivo.”” With a CML murine model as a
donor of mLSCs, we confirmed the engraftment and mul-
tipotency capacity of the CRISPR-edited mLSCs, avoid-
ing the myeloid bias, at least 120 days after BMT. No
clinical symptoms of splenomegaly and increased granu-
locyte lineage, usually reported in CML murine mod-
els,5 8-60 \vere detected.

To study of the correlation between tumor burden and
therapeutic effect, we detected increased percentages of
Grl* tumoral cells in all NSG-Cas9 controls, while
NSG-ABL-TK showed lower levels of Grl* cells than
those detected at the start. We noticed that the CRISPR
deletion system restored normal hematopoiesis, bestow-
ing a therapeutic benefit in the CML murine model.
Despite the great result obtained, this work is a proof of
concept, and a definitive cure could only be achieved
when CRISPR edited cells were selected. Gene-trapping
approaches combined with CRISPR technology would be
an ideal solution to select them. Taking this into account,
the CRISPR deletion system achieved a disease-free sur-
vival of >4 months in mice and restored normal hemato-
poiesis. Similar BMT assays were performed with CML
human samples collected from untreated CP-CML pa-
tients. Successful engraftment was defined as the pres-
ence of at least 0.1% hCD45" cells in the BM.®' Like
others, we noted the presence of hCD45" cells 120 days
after BMT.”® We found engraftments between 0.7%
and 9.4%, showing that migration and self-renewal ca-
pacity of the edited and non-edited cells were not af-
fected. We demonstrated that CRISPR-edited cells
robustly contributed to human hematopoietic cell chime-
rism, generating normal hematopoiesis characterized by a
high proportion of B cells, very low levels of T cells, and
the absence of myeloid bias similar to that described in
human HSC engraftments from healthy controls.%* In
contrast, all NSG-hLSC-Cas9 developed a myeloprolifer-
ative disorder with a high proportion of CD14" and
CD117" cells and inverse correlation between CD117*
and CD19" expression associated with a myeloid pheno-
type and/or progression of CML.®

Conclusions

Our results constitute the first step toward providing
proof of principle for genome editing of the main genetic
event in CML patients. The CRISPR-Cas9 deletion sys-
tem efficiently interrupts the ABLI genome sequence,

avoiding the oncogenic effects in murine/human cell
lines and LSCs. CRISPR-edited cells maintain their mul-
tipotency and repopulation capacity, restoring normal he-
matopoiesis and bestowing a therapeutic benefit.

As a proof of concept of its potential, these data provide
the basis for a very useful alternative for interfering other
cancer gene drivers and treating malignant human diseases.
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Abstract: Chronic myeloid leukaemia (CML) is a haematological neoplasm driven by the BCR/ABL
fusion oncogene. The monogenic aspect of the disease and the feasibility of ex vivo therapies in
haematological disorders make CML an excellent candidate for gene therapy strategies. The ability
to abolish any coding sequence by CRISPR-Cas9 nucleases offers a powerful therapeutic oppor-
tunity to CML patients. However, a definitive cure can only be achieved when only CRISPR-edited
cells are selected. A gene-trapping approach combined with CRISPR technology would be an ideal
approach to ensure this. Here, we developed a CRISPR-Trap strategy that efficiently inserts a donor
gene trap (SA-CMV-Venus) cassette into the BCR/ABL-specific fusion point in the CML K562 human
cell line. The trapping cassette interrupts the oncogene coding sequence and expresses a reporter
gene that enables the selection of edited cells. Quantitative mRNA expression analyses showed sig-
nificantly higher level of expression of the BCR/Venus allele coupled with a drastically lower level
of BCR/ABL expression in Venus+ cell fractions. Functional in vitro experiments showed cell prolif-
eration arrest and apoptosis in selected Venus+ cells. Finally, xenograft experiments with the se-
lected Venus+ cells showed a large reduction in tumour growth, thereby demonstrating a therapeu-
tic benefit in vivo. This study represents proof of concept for the therapeutic potential of a CRISPR-
Trap system as a novel strategy for gene elimination in haematological neoplasms.

Keywords: chronic myeloid leukaemia; BCR/ABL; CRISPR; gene therapy; CRISPR-Trap

1. Introduction

Chronic myeloid leukaemia (CML) is one of the best-known haematological malig-
nancies. Originating in the stem cell compartment, the cytogenetic hallmark of the disease
is the translocation between the t(9;22)(q34;q11.2), which results in the formation of the
abnormal Philadelphia chromosome that harbours the BCR/ABL fusion oncogene [1,2].
Lifelong treatment with tyrosine kinase inhibitors (TKIs) remains the first-line therapy for
the disease due to its effectiveness and the high remission rates it provides [3-6]. Unfor-
tunately, the appearance of point mutations, leading to the development of TKI resistance
during treatment, means that up to 33% of patients do not achieve an optimal response to
treatment [5].
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In the context of searching for new therapies, haematopoietic gene therapy has un-
dergone unprecedented progress in terms of safety and efficacy [7-10]. The unique self-
renewing and multi-potent properties of haematopoietic stem cells (HSCs), which can
generate the entire haematopoietic lineage, make them ideal targets for gene correction of
haematopoietic diseases. In addition, our considerable knowledge and experience about
bone marrow autologous transplantation, which makes it possible to collect, genetically
manipulate ex vivo and reinfuse the edited HSCs, would allow the evaluation and selec-
tion of correctly edited cells, improving the effectiveness of the process [9].

In this sense, CML is also an excellent candidate for evaluating gene therapy strate-
gies, since it is well-established that all pathological features of the disease can be at-
tributed to a single genetic event, the fusion of the BCR and ABL genes [11-16]. For this
reason, many works have been published in recent years focusing on the genetic disrup-
tion of the BCR/ABL coding sequence at the genomic level using gene-editing tools, such
as zinc finger [14] and, more recently, CRISPR/Cas9 nucleases [15-17], which provide the
highest level of efficiency in HSC genomic editing [18]. These approaches are based on the
ability of these nucleases to induce indel mutations at the target sequence, abrogating the
expression of the fusion oncogene. However, the presence of unedited cells, due to the
efficiency of CRISPR system and its delivery method, is responsible for a considerable
limitation in its overall efficiency. Therefore, despite the promising results obtained,
which demonstrate the therapeutic potential of the elimination of BCR/ABL in leukemic
HSCs, even in bone marrow patient-derived xenografts [19], it is still necessary to develop
a cell-editing selection method to turn this approach into a therapeutic reality.

As previously mentioned, one of the greatest challenges of ex vivo gene therapy in
CML, as in other haematopoietic malignancies, is that posed by the existence of residual
unedited cells with tumour activity that would promote post-transplantation relapse [20].
However, the nature of ex vivo gene therapy approaches could allow cell sorting of the
edited HSCs prior to bone marrow transplantation (BMT).

The CRISPR-Trap approach was first described in 2018 by Reber S, et al., who de-
signed a system for the generation of Knockout genes based on the introduction, through
HDR, of a customizable cassette in the coding sequence of the gene, completely prevent-
ing expression of the ORF [21].

In this work, we evaluated the ability of a CRISPR-Trap system to direct by homology
recombination (HDR) a gene targeting strategy for specifically trapping BCR/ABL onco-
gene expression. We show that this CRISPR-Trap assay abrogated oncogene expression
by inserting a fluorescent reporter gene into the coding sequence of BCR/ABL, which
would make possible to select solely the edited haematopoietic CML cells. The CRISPR-
Trap system precisely selected the cells in which the oncogene had been properly dis-
rupted. Importantly, xenograft assays with these sorted CRISPR-Trap-edited cells demon-
strated a therapeutic benefit.

We demonstrate for the first time the feasibility of the CRISPR-Trap strategy for
knocking out oncogenes and sorting edited cells, and thereby its value as a new tool in
gene therapy approaches for treating haematological malignancies.

2. Results

2.1. The CRISPR/Cas9 System Efficiently Directs the Specific Integration of a Gene Trap Donor
Cassette at the BCR/ABL Locus.

To explore the effects of a dsDNA HDR donor containing a high-expression CMV-
Venus cassette (Figure 1A), the K562 cell line was divided into three experimental groups
according to the conditions for their subsequent electroporation: (a) with the donor
dsDNA (donor), (b) with the donor DNA and Cas9 nuclease without sgRNA (Cas9 + do-
nor) and (c) with the donor DNA, Cas9 nuclease and the specific BCR/ABL sgRNA
(CRISPR/Cas9 + donor). Twenty-four hours after electroporation, fluorescent cells (Venus
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+ cells) were observed in all three groups, being most abundant in the CRISPR/Cas9 +
donor group (32.4% vs. 23.9% in Cas9 + donor and 17.9% in donor) (Figure 2A).
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Figure 1. (A) Schematic representation of the CRISPR-Trap system plasmid and the target region of
BCR/ABL fusion gene and the plasmid harboring the interfering cassette flanked by homology arms,
containing a splicing acceptor sequence (SA), the CMV promoter (CMV) and the Venus fluorescent
protein coding sequence. Black arrows represent oligos used to obtain the HDR donor molecule by
PCR. CRISPR/Cas9 expected cut at BCR/ABL target sequence. The resulting BCR/ABL sequence after
homology directed repair using interfering cassette as DNA donor is shown. Introduction of the SA-
CMV-VENUS sequence into the intronic region of BCR/ABL disrupts the reading frame of the
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oncogene, also promoting expression of the Venus reporter. (B) Sanger sequencing of the CRISPR
target sequence. Cells electroporated with CRISPR/Cas9 showed a mixture of sequences at the ex-
pected cleavage point (dotted red line). (C) TIDE decomposition algorithm analysis of the edited
sequence in Cas9 + sgRNA cells, showing high editing efficiency at the expected cleavage point. The
left panel illustrates the aberrant sequence signal in Cas9 control cells (black) and Cas9 + sgRNA-
edited cells (green) and the expected cleavage site (vertical dotted line).

Due to HDR dsDNA-induced fluorescence under all experimental conditions, we in-
vestigated possible differences in reporter expression levels by qPCR. We found the Venus
mRNA levels in the CRISPR/Cas9 + donor group to be significantly higher in the
CRISPR/Cas9 + donor group than in the donor and Cas9 + donor groups (Figure 2B).

The result of the 5" arm (Out 5'F/Venus R, Table 1), 3" arm (Venus F/Out 3'R, Table
1) and full-length (Out 5'F/Out3'R, Table 1) site-specific PCRs corroborated the correct
insertion of the donor HDR dsDNA at the BCR/ABL target sequence only in the
CRISPR/Cas9 + donor group, with no site-specific integration detected in any of the con-
trols (Figure 2C; Supplementary Materials Figure S3). Furthermore, the subsequent
Sanger sequencing of the PCR products confirmed the proper junction between the ge-
nomic DNA and the interference cassette (data not shown), corroborating the HDR-medi-
ated insertion of the donor dsDNA into the CRISPR/Cas9 + donor group.

Table 1. Oligonucleotides used.

Name Sequence
Donor F ACCCACATCCCACATCACCC
Donor R CATGGTCTCCACTATCAAGGG
Out5 F ATCAAGGATCTCCGGGCAGC
Out3'R CCAAGGCAAATCTGGGAGTTG
In5 F TCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCA
Venus F TGGTCCTGCTGGAGTITCGTG
Venus R GGACACGCTGAACTTGTGGC
BCR qPCR F AGTTACACGTTCCTGATCTCC
ABL qPCRR TTGGGCTTCACACCATTCCCC
CMV qPCRR GCGGGCCATTTACCGTAAG
Venus qPCR R GCGGGCCATTTACCGTAAG
Gapdh qPCR F TGCACCACCAACTGCTTAGC

Gapdh qPCR R CACCACCTTCTTGATGTCATCA
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Figure 2. CRISPR-Trap system electroporation in K562 cells. (A) Venus expression K562 electro-
porated with HDR donor (used as control) and CRISPR-Trap system (CRISPR/Cas9-HDR donor),
and Venus-positive cell quantification by flow cytometry of each condition. (B) Venus expression
quantification by real-time PCR. (C) Molecular characterization of the CRISPR-Trap system. 5" and
3" junction site-specific PCR amplification in cells electroporated with CRISPR-Trap system in 5'(ol-
igos: Out5’F/VenusR) and 3" (oligos: VenusF/Out3'R junctions (2615 bp and 1901 bp, respectively).
**p <0.01.

2.2. The BCR/ABL Trapped Allele Is Properly Expressed When the Expression of the Oncogenic
Version Is Reduced

To verify the proper functionality of the CRISPR-Trap system, we studied all the pos-
sible mRNAs generated from the trapped allele. We designed a pair of oligonucleotides
to amplify a region of the donor DNA (In 5" F/Venus R; Table 1). This in-in RT-PCR
showed a 900-bp band, corresponding to the size of the predicted BCR/Venus mRNA un-
der all three experimental conditions (Figure 3A). Nevertheless, the site-specific in-out
RT-PCR (BCR gPCR F/Venus R; Table 1) confirmed the correct expression of the cassette,
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specifically inserted into the BCR/ABL locus, only with the CRISPR/Cas9 + donor condi-
tion (Figure 3A). Interestingly, Sanger sequencing of the PCR products confirmed the ex-
istence of a processed BCR-CMV-Venus mRNA, containing a premature termination co-
don (PTC), which escapes the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) signalling path-

way (Figure 3B).
cDNA
i o
& &
s & 5 &
g F & & F q
fF £ £ & & & 2 g
& & I%; & & & & &
HDR-donor: - + + + + + +
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iy
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(PTC)

Figure 3. Expression analysis of target locus. (A) RT-PCR of BCR/Venus fusion RNA (900 bp site-
unspecific, oligos: In5'F/VenusR; 1179 bp site-specific, oligos: BCRGPCRF/VenusR), in cells electro-
porated with the CRISPR-Trap system (CRISPR-Cas9 + HDR donor) and controls (Parental, Parental
+donor, Cas9 + donor). (B) Sanger sequencing of site-specific RT-PCR corresponding to a BCR/Venus
of K562 electroporated cells with the CRISPR-Trap system.

These results, coupled with the presence of fluorescent cells in the control groups,
suggest an unspecific expression of the cassette when the dsDNA HDR donor was deliv-
ered either alone or with an “unguided” Cas9. As expected, site-specific HDR-mediated
integration of the cassette was only detectable when all CRISPR/Cas9 trap reagents were
delivered.

Having demonstrated the expression of the interfering cassette, we proceeded to
quantify the expression levels of the BCR/ABL trapped locus versus native BCR/ABL allele
in the pool of electroporated cells using a common forward oligonucleotide in the BCR
sequence (BCR qPCR F) and two reverse oligonucleotides hybridizing in the ABL (ABL
gPCR R) or CMV differential sequence (CMV qPCR R), respectively (Table 1).

BCR/Venus qPCR confirmed the significant expression of the BCR-CMV-Venus allele
solely in the CRISPR/Cas9 + donor group, in which it attained expression levels 800-fold
greater than in the controls groups (Figure 4A). On the other hand, the BCR/ABL qPCR
showed significantly lower oncogene mRNA levels in cells electroporated with the
CRISPR-Trap system relative to control groups, thereby demonstrating the proper work-
ing of the gene trap when all the CRISPR/Cas9 components were present (Figure 4B).
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Figure 4. Expression analysis of targeted BCR/ABL locus. (A) qPCR of BCR/Venus and (B) BCR/ABL
in K562 cells electroporated with the CRISPR-Trap system (CRISPR/Cas9 + donor) and controls (do-
nor and Cas9 + Donor). (C) qPCR of BCR/Venus expression in electroporated K562 cells, comparing
pool and Venus+ cells. (D) qPCR of BCR/ABL in Venus-positive cells electroporated with the
CRISPR-Trap system (CRISPR/Cas9 + Donor) and controls (donor and Cas9 + donor) (mean + SEM;
*, p<0.05; **, p <0.01; ***, p <0.001).

2.3. The BCR/ABL CRISPR-Trap Enables the Selection of Gene-Targeted Cells

To examine whether the expression of the Venus reporter gene allows the successful
selection of BCR/ABL-trapped cells, we compared the pool of electroporated cells in par-
allel with the sorted Venus fluorescent cell fraction from each experimental group. Selec-
tion of Venus fluorescent cells in the CRISPR-mediated group resulted in an almost two-
fold higher level of expression of the BCR/Venus allele (176.9 + 11.1% compared with the
unsorted pool) (Figure 4C). However, no differences in BCR/Venus expression between
pools and sorted cells were observed under any control conditions (Figure 4C).

Additionally, qPCR quantification of BCR/ABL mRNAs in Venus fluorescent cell
fractions from all control groups showed high levels of oncogene expression (94.8 + 5.9%
of expression relative to the donor group), revealing the unspecific expression of the Ve-
nus cassette (Figure 4D). Conversely, Venus fluorescent cells sorted from the
CRISPR/Cas9 + donor group showed significantly lower oncogene expression levels of up
to 15.9 + 3.5% relative to the control groups (Figure 4D).
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2.4. The BCR/ABL CRISPR-Trap Promotes Apoptosis and Inhibits Proliferation in K562
Leukemic Cells

To evaluate the biological effect of the BCR/ABL CRISRP-Trap strategy, we measured
the apoptotic levels and proliferative capacity of each group of electroporated cells. Forty-
eight hours after electroporation, Annexin-V staining showed no significant differences
between parental K562 cells (7.9 uf) and control groups (29.4 and 57.7 uf with the donor
and Cas9 + donor conditions, respectively). In contrast, cells electroporated with the entire
CRISPR-Trap system showed significantly higher levels of Annexin-V (165.4 uf) with re-
spect to all control groups (Figure 5A).

The cell proliferation assay was carried out by seeding 1.5 x 10* cells of each experi-
mental condition 24 h after electroporation. At48, 72 and 96 h, cells were counted using a
cytometer. At 48 h, the control groups (donor and Cas9 + donor) had cell frequencies of
15,685 + 6862 and 14,904 + 4742, respectively, like that observed in K562 parental cells
(19,946 + 6035) (Figure 5B). However, cells from the CRISPR/Cas9 + donor group featured
fewer cells (9936 + 3602) at 48 h. After 72 h of culture similar raised frequencies of cells
were observed for all control conditions (Figure 5B; parental: 59,896 + 15,088; donor: 45,371
+23,313; Cas9 + donor: 35,689 + 13,143). Nevertheless, this increase was lower in CRISPR-
Trap electroporated cells (Figure 5B; 13,622 + 4739). Finally, after 96 h of culture, a similar
number of cells was observed for all conditions.

Annexin V expression
200
.
150
2
% 100
) I I | |
o | p—
Parental Donor Cas9  CRISPR/Cas9
donor donor
Unsorted
B Cell proliferation C Cell proliferation
—o- Parental
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Donor
—#- Cas9 + Donor
CRISPR/Cas9 + Donor

100,000 100,000

Live cells
Live cells

10,000

10,000

~—

2dh 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

Time post electroporation Time post electroporation

Figure 5. Functional analysis of CRISPR-Trapped BCR/ABL. (A) Annexin V expression analysis by
flow cytometry of K562 cells 48 h after electroporation with the CRISPR-Trap system (CRISPR/Cas9
+ Donor) and controls (Parental, Parental + Donor, Cas9 + donor). (B) Cell proliferation assay of
K562 24 h after electroporation with CRISPR-Trap system and controls, and (C) Venus-positive
sorted cells, over 96 h (mean + SEM; ***, p < (0.001).

To investigate the tumour activity of CRISPR-Trap selected cells, a cell proliferation
assay was performed using sorted parental cells and the Venus fluorescent cell fraction
from all experimental conditions (Figure 5C). As expected, the Venus fluorescent cell



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 6386

9 of 17

fraction of both controls showed no differences in proliferation with respect to the sorted
parental cells during 96 h of culture (parental: 59,896 + 15,088; donor: 45,371 + 23,313; Cas9
+ donor: 35,689 + 13,143). However, the Venus fluorescent cell fraction from the
CRISPR/Cas9 + donor group revealed a substantially lower proliferation rate, with signif-
icantly fewer cells at 72 and 96 h than for the control groups (Figure 5C; 5572 + 2465 and
6117 + 3448, respectively).

2.5. The CRISPR-Trap System Prevents Tumour Activity of BCR/ABL, Thereby Producing a
Therapeutic Effect in a CML Xenograft Model

Finally, we studied the in vivo therapeutic effect of the CRISPR-Trap system in a
CML xenograft model. 4 x 105 Venus fluorescent cells from Cas9 + donor and CRISPR/Cas9
+ donor groups, as well as 4 x 10° parental cells, were sorted from the electroporated or
parental pools, respectively. NSG mice were injected subcutaneously in both flanks with
these cell suspensions, and tumours were allowed to develop for 23 days (Figure 6A).

Tumour growth over the 23 days post-cell injection revealed strong oncogenic activ-
ity in cells from the Cas9 + donor group, which gave rise to tumours similar to those of
the parental K562 control group), reaching a volume of 1433.8 + 219.6 and 1584.6 + 453.8
mm?, respectively, after 23 days. Strikingly, the Venus fluorescent cells from the
CRISPR/Cas9 + donor group developed tumours that were 90% smaller (166.8 +71.6 mm?
by 23 days post-injection) than those of the controls, implying that tumour activity was
strongly inhibited in the cells selected by the CRISPR-Trap system (Figure 6B). Accord-
ingly, after sacrifice at 23 days, the tumours had a significantly lower mass in the CRISPR-
mediated condition than in the controls (0.13+0.06 g vs. 1.3 +0.2and 1.4+ 0.2 g).

H&E staining also revealed significantly fewer tumour cells in BCR/ABL-targeted tu-
mours. This reduction in the malignant capacity of the trapped cells corresponded to a
lower frequency of Ki-67+ cells within the tumour compared with controls (Figure 6C).

Tumour Volumy
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Figure 6. In vivo effects of CRISPR-trapped BCR/ABL oncogene. (A) External image of mice and
developed tumors 23 days after subcutaneous cell injection. (B) Tumor growth (mm3) over the 23
days following subcutaneous cell injection. After 23 days, mice were sacrificed, and their tumor
mass measured. The plots show means and SEM; ** p <0.01, *** p < 0.001). (C) Histological analysis
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of tumors. Hematoxylin/eosin and Ki67 proliferation marker staining of tumor developed after Cas9
+ donor and CRISPR/Cas9 + donor cell injection (20X magnification).

3. Discussion

The field of gene therapy for monogenic haematological disorders has advanced sig-
nificantly in the last two decades, from being a promising strategy to becoming a thera-
peutic reality. The characteristics of HSC, which can repopulate a patient’s bone marrow
and give rise to all haematopoietic lineages, mean that most of these haematological dis-
orders can ultimately be treated by allogenic haematopoietic stem cell transplantation
(allo-HSCT) [22]. This standard treatment is the only conventional alternative with the
potential to definitively cure these haematological diseases and is, in several cases, the
last-resort salvage option [23,24]. However, the lack of suitable compatible donors and
associated immunological complications, such as graft-versus-host disease, are serious
clinical barriers that limit the success of this treatment and prevent its application in a
wide range of haematological diseases [25].

In this context, autologous HSC-based gene therapy benefits from all the experience
gained in bone marrow manipulation, autologous and allogenic HSC transplantation and
HSCs extraction through CD34+ cell selection, while avoiding all the immunological risks
associated with the allo-HSCT process [22,26]. Furthermore, the rapid advances in gene-
editing techniques using the CRISPR/Cas9 system and the development of safer therapeu-
tic viral vectors (LVs) that make ex vivo correction of HSCs feasible, have prompted a
large number of HSC-based gene therapy clinical trials [27-30]. Autologous HSC-based
gene therapy has demonstrated its curative potential, especially in those pathologies in
which gene correction confers a proliferative advantage to those edited cells and, along
with the attainment of certain levels of chimerism of genetically modified cells in the graft,
is enough to produce full therapeutic benefits [31]. Nevertheless, there are other scenarios,
such as the elimination of oncogenes in cancer-therapy, in which achieving certain levels
of corrected-cell chimerism is not sufficient.

CML is an excellent example of a haematological malignancy in which all pathologi-
cal aspects can be attributed to a single oncogene: BCR/ABL [10,32]. Our previous study
[19] and subsequent others [15,16], have shown that anti-BCR/ABL gene therapy could
have enormous therapeutic potential, although guaranteeing the absence of residual un-
edited cells is imperative if this potential is to be realised [18]. A possible solution to this
difficulty is to employ a strategy that allows in vitro editing and selection of the HSCs.
This approach would overcome the well-established limitations, such as low editing effi-
ciency, and would offer new possibilities, such as in vitro expansion of the virtually pure
population of edited cells before their reinfusion into the patient. In this work, we show
for the first time an anti-BCR/ABL CRISPR-Trap approach that allows the simultaneous
genetic correction and expression of a selectable cell marker.

The CRISPR-Trap strategy unites CRISPR/Cas9 technology, which targets the specific
BCR/ABL fusion sequence, with a non-viral gene trap donor inserted via HDR. The gene
trap donor contains a splicing acceptor sequence, which ensures disruption of the
BCR/ABL reading frame, followed by the Venus fluorescent reporter gene sequence. Our
preliminary results, using a promoterless SA-T2A-Venus cassette in which Venus expres-
sion is under the control of BCR promoter, showed that the system was able to specifically
integrate the cassette, reducing the BCR/ABL expression and its oncogenic effect. How-
ever, using this strategy, the expression level of BCR is not enough to generate detectable
fluorescence (Supplementary Materials). Currently, there are new modifications in the
gene-trap donor sequence to improve the sensibility of the reporter system, such as en-
hancers, positive/negative selection systems or tandem repeats of the reporter gene [33—
35]. However, in all these cases, the increase in the reporter signal was weak and involves
a process of selection/expansion of the cells. In the HSC-based therapy, where the expan-
sion of the selected cells is not possible and the use of negative selection genes is not suit-
able, achieving a robust fluorescent monitoring system becomes imperative.
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In this sense, others studies have shown the need to include an exogenous promoter
in gene therapy donors to ensure high locus-independent expression of the selection gene
[31]. Accordingly, we modify our interfering cassette to led Venus expression under the
control of the CMV promoter. However, the use of a promoter-containing donor implies
that off-target integrations of the cassette, detected in our control conditions, led to an
observable expression of the reporter gene [36] obtaining similar fluorescence percentages
among all experimental conditions. Interestingly, this result contrasts with that obtained
in the Venus qPCR quantification, where the sensitivity of the technique revealed large
and significant differences in reporter expression levels. There was a more than 13-fold
higher level for the donor + CRISPR/Cas9 condition, suggesting an increase in the HDR-
mediated integration efficiency of the cassette when CRISPR/Cas9 drives the system.

Our analyses conducted in the Venus fluorescent cell fractions corroborated the ade-
quate selection of the BCR/ABL-trapped cells for the donor + CRISPR/Cas9 condition, as
well as the unspecific origin (random-integrated and non-integrated donor) of Venus ex-
pression under control conditions. Separation of the Venus fluorescent cell fraction from
the control conditions did not result in an enrichment of the cell population carrying the
trapped BCR/Venus allele, nor consequently in a reduction in the frequency of the native
BCR/ABL allele, thereby revealing locus-independent reporter expression. Moreover it is
not possible to distinguish between Venus expression from unspecific integrated donor
and from non-integrated free donor, since the K562 cell line depends on BCR/ABL to grow
in culture and, therefore, it is not possible to carry out the several division rounds needed
to get rid of the free donor [37,38]. Conversely, in the CRISPR-mediated group, the selec-
tion of Venus fluorescent cells led to an enrichment of the BCR/ABL-trapped cell fraction
in which the CMV-Venus expression cassette was successfully inserted into the BCR/ABL
locus. These results are consistent with those of previous reports in which the “on target”
HDR-mediated integration of the cassette increased by over 1000-fold when using engi-
neering nucleases capable of generating a double-stranded cut in DNA [39]. This site-spe-
cific integration caused the expression of the BCR/ABL oncogene, which was already re-
duced in the set of electroporated cells, to decrease to substantially lower levels in the
Venus fluorescent cell fraction.

Finally, we demonstrated the therapeutic benefit of a BCR/ABL CRISPR-Trap strategy
in vitro and in vivo. The effects of the constitutive BCR/ABL activity are pleiotropic and
promote leukaemogenesis by acquisition of tumour abilities. These abilities include the
increase in cell survival [40,41], apoptosis inhibition [42,43] and genomic instability that
downregulates the DNA-repair mechanism [44,45]. In the K562 CML-derived cell line, the
CRISPR-Trap system disrupted the BCR/ABL sequence, entirely preventing any oncogenic
effect on in vitro survival and proliferation in selected Venus fluorescent cells in the
CRISPR/Cas9-mediated group. Subcutaneous injection of these BCR/ABL-trapped cells
into immunodeficient mice led to a strong inhibition of tumour growth, resulting in a 90%
reduction in tumour burden relative to control tumours (Cas9 + donor and parental), 23
days post-injection. Earlier results from our group [19] and others [15] were obtained us-
ing a strategy based on the induction of aleatory mutations in the reading frame of the
oncogene to prevent its expression. In any case, the possibility of inducing mutations
without frame-shift consequences, together with the inability to select the edited cells, led
to higher-than-desired levels of oncogene expression. By contrast, the CRISPR-Trap sys-
tem showed, after selecting the edited cells, a more than 80% reduction in BCR/ABL ex-
pression levels, which represents a substantial improvement in the efficiency of genome
editing in those cases where it is possible to select the cells, such as in HSC-based thera-
pies, before transplant.

These results demonstrate that the CRISPR-Trap system achieves adequate selection
of BCR/ABL null cells, limits the residual unedited events with oncogenic potential and
bestows a long-term therapeutic effect in a CML mouse model. Further studies are needed
to improve the efficiency of the delivery system, editing, and selection process, but our
results represent an advance in gene therapy of haematological genetic diseases and offer
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a new approach to selecting the correctly edited cells before carrying out an autologous
transplant. The CRISPR-Trap design combines established gene trapping strategies,
which simultaneously disrupt and report by expression of a selectable marker gene, with
the mechanisms of homologous recombination (HR), which direct the system in a site-
specific way via designable homology arms. Our study demonstrates the CRISPR-Trap
system to be a promising and versatile strategy for gene deletion monitoring that is appli-
cable to any genomic sequence.

4. Materials and Methods
4.1. Cell lines and Culture Conditions

The human CML-derived K562 cell line was purchased from the DMSZ collection
(Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Germany). K562 cells were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco, Thermofisher
Scientific, Pleasanton, CA, USA) supplemented with 10% FBS, and 1% penicillin/strepto-
mycin (Thermo Fisher Scientific, Pleasanton, CA, USA) and were incubated at 37 °C in a
5% CO2 atmosphere.

4.2. Cloning of Targeting Vectors and HDR DNA Donor Obtention

The target vectors pTC201B HA BCR/ABL SA-T2A-CMV-Venus and pTC201B HA
BCR/ABL SA-T2A-Venus were generated by modifying the pTC201B vector, kindly pro-
vided by Tian Chi [46] (Addgene plasmid # 52193; http://n2t.net/addgene:52193 (accessed
on 4 June 2022); RRID:Addgene_52193), containing the Neo-IRES-GFP cassette, preceded
by a splicing acceptor sequence (SA). The 5" and 3" homology arms of the BCR/ABL target
site were obtained by PCRs from K562 genomic DNA and subsequently inserted flanking
the cassette of the targeting vector using the Clal and Xhol sites, respectively. The original
Neo-IRES-GFP reporter cassette was removed using the Notl and Sall restriction sites and
replaced by the CMV-Venus or T2A-Venus constructs obtained by PCR from plasmid
pShuttle, kindly provided by Zheng-Xu Wang (Addgene plasmid # 62621;
http://n2t.net/addgene:62621 (accessed on 4 June 2022); RRID:Addgene_62621) (Figure
1A; Supplementary Materials Figure S1A).

The double-strand donor DNA molecule (DNA donor), containing the interference
cassette (SA-CMV-Venus or T2A-Venus) flanked by the BCR/ABL homology arms of 491
and 327 bp, respectively (Figure 1A), was obtained by PCR from the targeting vector using
Donor F and Donor R oligonucleotides (Table 1). PCR product was purified using the
NZYGelpure kit (NZYTech), digested with Dpnl, phosphorylated with T4 polynucleotide
kinase, re-purified and eluted in 40 uL of ddH20 to a final concentration of 200 ng/uL.

4.3. CRISPR/Cas9 System Design

In most CML patients, the BCR/ABL fusion region comprises the major cluster region
of BCR (M-bcr), downstream of exons 13 or 14, and the region upstream of the second
exon (a2) of ABL [47,48]. However, the specific genomic breakpoints of both genes involve
regions of 3 kb for BCR and 200 kb for ABL, making each patient’s fusion sequence almost
unique.

To specifically target BCR/ABL, we sequenced the genomic K562 fusion region and
designed a specific sgRNA targeting the BCR/ABL junction sequence, using the Breaking-
Cas web-tool (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/ (accessed on 4 June 2022))
(Figure 1B). The editing efficiency of the sgRNA was assessed in vitro by Sanger sequenc-
ing of the BCR/ABL genomic region from electroporated cells and analysed by Tracking
of Indels by Decomposition (TIDE) software (https://tide-calculator.nki.nl (accessed on 4
June 2022); Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Netherlands) (Figure 1C).

4.4. CRISPR/Cas9 Ribonucleocomplex Assembly, DNA Donor Delivery and Electroporation
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The BCR/ABL-sgRNA was prepared by equimolar mixing of the crRNA containing
the target sequence (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium) with the tracrRNA
(Integrated DNA Technology, Belgium) to a final concentration of 44 uM. Duplex anneal-
ing was carried out by heating at 95 °C for 5 min, followed by a ramp-down of tempera-
ture to 25 °C. The ribonucleoprotein complex was obtained by incubating 22 pmol of the
previous duplex with 18 pmol of Cas9 enzyme. For each electroporation, we added 1 uL
of the ribonucleoprotein, 1uL of donor DNA (200 ng), 2 uL of 10.8 uM of Electroporation
Enhancer (Integrated DNA Technology, Belgium), and 6 uL of cell suspension of 1 x 107
cells/mL.

Cells were electroporated using a Neon Transfection System Kit (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, CA, USA) following the manufacturer’s instructions and using the elec-
troporation parameters of 1450 v, 10 ms and 3 pulses.

4.5. DNA/RNA Isolation, Retrotranscription and PCR-Based Detection of HDR Events

Genomic DNA and total RNA from K562 cells were extracted using the AllPrep
DNA/RNA Kit (Qiagen) following the manufacturer’s protocol. 100 ng of total RNA was
used in an in vitro retrotranscription using SuperScript III First-Strand Synthesis Super
Mix kit (Thermo Fisher Scientific, CA, USA). DNA and cDNA were amplified in several
PCRs, using different pairs of primers for specific 5° (Out 5'F and Venus R) and 3" (Venus
F and Out 3'R) integration junction, in order to detect targeted integration of the DNA
donor or unspecific cONA expression (In 5°F and Venus R; Table 1). PCR and RT-PCR
were performed using the Phusion Taq polymerase (Thermo Fisher). All PCR products
were cleaned up using an NZYGelpure kit (NZYTech, Lisbon, Portugal) and directly se-
quenced by the Sanger method using forward and reverse PCR primers.

4.6. Cell Viability and Cell Proliferation Assay

Cell viability was determined by annexin V-Dy634 (apoptosis-detection kit
ANXVVKDY, Immunostep, Spain). A total of 5 x 10* pool or Venus+ sorted cells, according
to the experimental design, were seeded in 48-well plates after electroporation. At each
time point, cells were harvested, washed twice in PBS and labelled with annexin V (AV)
staining, which enabled living cells to be identified.

For cell proliferation assays, 1.5 x 10* cells from the electroporated cell pool or from
the Venus+ cell fraction were seeded 24 h after electroporation. Cells were harvested at
48, 72 and 96 h, and the number of live cells was counted by flow cytometry. These exper-
iments were performed using FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and the
data were analysed using Flow]Jo software (vX.0.7. TreeStar, Woodburn, OR, USA).

4.7. Flow Cytometry and Cell Sorting

K562 cells were analysed by fluorescence-activated cell sorting (FACS) using
FACSaria (BD Biosciences, CA, USA) 24 h after electroporation with the CRSPR/Cas9 re-
agents and the donor DNA. Cell sorting was used to select the gene-targeted cells by sep-
aration of the Venus+ cell population. Results were analyzed using Flow]o software.

4.8. gPCR.

Expression levels of BCR/ABL, BCR/Venus and Venus were measured by qPCR using
the cDNA from gene-targeted cells and SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems).
Expression levels were normalized relative to the GAPDH housekeeping gene. qPCR was

performed and data were analysed using the StepOnePlus ™ system (Applied Biosys-
tems) (Table 1).

4.9. Mouse Xenograft Tumorigenesis

Ten 4-5-week-old female NOD-scid IL2Rgammanull mice (Strain #005557) (Charles
River, Barcelona, Spain) were used (five mice per group). Tumour xenografts were
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induced by subcutaneous injection of cell suspensions containing 4 x 10° cells in 0.1 mL of
RPMI medium and 0.1 mL of Matrigel® (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix)
into the mouse flank. This study followed the Spanish and European Union guidelines for
animal experimentation (RD 1201/05, RD 53/2013 and 86/609/CEE, respectively). The
study received prior approval from the Bioethics Committee of our institution.

Before injection, 4 x 105 Venus+ cells were sorted by FACSaria (BD systems) from
Cas9 + donor or CRISPR/Cas9 + donor electroporated cells. The same number of live cells
were sorted in parental K562 cells and used as a control. Cells were counted using a
Neubauer chamber (VWR) and cell viability monitored by trypan blue staining (Sigma).

In the first group of mice, K562 parental cells were injected into the left flank and
Cas9 + donor sorted cells into the right flank; in the second group, K562 parental cells were
injected into the left flank and CRISPR/Cas9 + donor sorted cells into the right flank. Tu-
mours were measured on days 9, 12, 15, 19, 22 and 23, and their volume calculated as
described elsewhere [49] by the formula a2b7t/6 (where a and b are, respectively, the small-
est and the largest diameters). Mice were sacrificed by anaesthesia overdose 23 days after
cell injection, whereupon the tumours were collected and weighed.

4.10. Immunohistochemical Studies

Tumour tissues were fixed with 10% formaldehyde in PBS overnight at RT and par-
affin-embedded. Tissue sections of 2 pm were deparaffinized, rehydrated, blocked with
3% hydrogen peroxide (Merck), subjected to heat-induced antigen retrieval, and incu-
bated with a 1:50 dilution of rabbit anti-Ki-67 (Roche) and an Omnimap Rabbit secondary
antibody (Roche). Immunostained preparations were revealed with DAB and counter-
stained with haematoxylin.

4.11. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6 Software (GraphPad
Software). Group differences between annexin V labelling levels were assessed with
Mann-Whitney U tests. Differences in BCR/ABL and BCR/Venus expression levels among
different groups were estimated by Student’s t-tests or two-way ANOVAs with Tukey
multiple post hoc comparisons. Statistical significance of different levels was concluded
for values of p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***).

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
www.mdpi.com/article/10.3390/ijms23126386/s1.
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