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Resumen 
 

La leucemia mieloide crónica es una neoplasia mieloproliferativa que se caracteriza por la 

formación del oncogén de fusión BCR/ABL en las células madre hematopoyéticas como consecuencia 

de la traslocación recíproca t(9;22)(q34;11.2). Su expresión origina la oncoproteína BCR/ABL que 

presenta actividad tirosina quinasa constitutiva, lo que provoca la expansión clonal de dichas células 

madre e infiltrados extramedulares.  

Actualmente, el principal tratamiento disponible son los fármacos inhibidores de la actividad 

tirosina quinasa, que ofrecen una esperanza de vida normal cuando son administrados de forma 

crónica. Sin embargo, esto provoca la aparición de resistencias y recaídas en el paciente al no 

revertirse la causa genética de la enfermedad. 

Ante este escenario, las terapias génicas basadas en técnicas de edición genética como el 

sistema CRISPR/Cas9 representan una prometedora herramienta para el tratamiento molecular de 

este tipo de patologías. Sin embargo, el uso de esta tecnología muestra limitaciones, como su baja 

eficiencia y la dificultad de seleccionar las células editadas.  

Como solución, en este trabajo se plantea una nueva aproximación terapéutica basada en la 

estrategia CRISPR-Trap que permita simultáneamente la eliminación in vitro de la expresión de 

BCR/ABL y la selección de las células correctamente editadas al combinar el sistema CRISPR/Cas9 

junto con la tecnología de trampa génica. 
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Abstract 
 

Chronic myeloid leukaemia is a myeloproliferative neoplasm characterized by the formation 

of the BCR/ABL fusion oncogene in hematopoietic stem cells as a consequence of the reciprocal 

translocation t(9;22)(q34;11.2). Its expression gives rise to the BCR/ABL oncoprotein that exhibits 

constitutive tyrosine kinase activity, which causes clonal expansion of these stem cells and 

extramedullary infiltrates.  

Nowadays, the main treatment available is tyrosine kinase inhibitor drugs, which offer a 

normal life expectancy when administered chronically. However, this leads to the appearance of 

resistances and relapses in the patient as the genetic cause of the disease is not reversed.  

The gene therapies based on genetic editing techniques such as the CRISPR/Cas9 system 

represent a promising tool for the molecular treatment of these types of pathologies. However, the 

use of this technology presents limitations, such as its low efficiency and the difficulty of selecting 

the edited cells.  

As a solution, this work proposes a new therapeutic approach based on the CRISPR-Trap 

strategy that allows the simultaneous in vitro elimination of BCR/ABL expression and the selection 

of correctly edited cells by combining the CRISPR/Cas9 system with gene trap technology. 
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Abreviaturas 
 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ARN: Ácido ribonucleico 

crARN: Ácido ribonucleico relacionado con CRISPR 

sgARN: Ácido ribonucleico guía 

tracrARN: Ácido ribonucleico transactivador 

CMHs: Células Madre Hematopoyéticas 

CMV: Promotor del citomegalovirus 

CRISPR/Cas: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR- associated 

proteins  

CRISPR-Trap: CRISPR/Cas9 – trampa génica 

DSB: Rupturas de doble cadena; Double strand breaks  

FACS: Separación activada por fluorescencia; Fluorescence- activated cell sorting 

HDR: Reparación dirigida por homología; Homologous directed repair 

INDEL: Inserciones o deleciones  

ITKs: Inhibidores de la Tirosina quinasa 

LMC: Leucemia Mieloide Crónica 

NHEJ: Unión de extremos no homólogos; Non-Homologous End Joining 

NSG: NOD-scid IL2Rgamma null 

PAM: Motivo adyacente al protoespaciador; protospacer adjacent motif  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa; Polymerase Chain Reaction 

polyA: Poliadenilación  

qPCR: Reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa; Quantitative Polymerase Chain Reaction 

SA: Sitio aceptor del procesamiento intrónico; Splicing Aceptor 

WT: Silvestre; Wild Type 
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1. Introducción  

 

1.1. La hematopoyesis y la leucemia mieloide crónica 
 

La hematopoyesis es el proceso de formación, desarrollo y maduración de todos los 

componentes celulares sanguíneos (eritrocitos, trombocitos y leucocitos). En humanos, este evento 

tiene lugar secuencialmente durante el desarrollo embrionario en el saco vitelino, la región aorta-

gónada-mesonefros y el hígado fetal, pasando a instaurarse en la médula ósea en adultos 1. En esta 

última localización se encuentran las denominadas células madre hematopoyéticas (CMHs), que son 

las encargadas de establecer y mantener el buen funcionamiento del sistema sanguíneo. Estas células 

poseen dos características fundamentales: la autorrenovación y la pluripotencia. La primera les 

permite perpetuarse en el tiempo mediante divisiones para dar lugar a nuevas CMHs, mientras que la 

segunda, les brinda la capacidad para dar lugar, mediante diferenciación, a los linajes 

hematopoyéticos linfoide y mieloide 2.   

En el primer caso, el progenitor linfoide común origina por diferenciación células NK (natural 

killer), células dendríticas y linfocitos T y B. En el segundo, derivados del progenitor mieloide común 

aparecen el progenitor megacariocito/eritroide que se diferencia a eritrocito o megacariocito, y el 

progenitor granulocito/macrófago con capacidad diferenciadora a mastocito, eosinófilo, basófilo, 

neutrófilo o monocito/macrófago. El conjunto de las poblaciones eosinófilas, neutrófilas y basófilas 

se denomina células granulocíticas 2,3 (Figura 1).  

 

Figura 1. Proceso hematopoyético fisiológico donde la célula madre hematopoyética deriva en los progenitores mieloide 

y linfoide común, que dan lugar por diferenciación a los linajes mieloide y linfoide respectivamente. Fuente: elaboración 

propia. 
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Los desórdenes en este proceso normal de hematopoyesis dan lugar a múltiples enfermedades 

hematológicas que se agrupan generalmente en no malignas, como la anemia, o malignas como los 

diversos tipos de leucemia entre las que destaca la leucemia mieloide crónica (LMC) 4. 

La LMC es una neoplasia mieloproliferativa que afecta en Estados Unidos a 1-2 casos por 

cada 100.000 habitantes y se caracteriza por la aparición de la traslocación recíproca entre los 

cromosomas 9 y 22 en las CMHs, dando lugar a un cromosoma 22 acortado denominado cromosoma 

de Filadelfia 5 (Figura 2). Esta traslocación t(9;22)(q34;11.2) provoca la formación del oncogén de 

fusión BCR/ABL y la expresión de la oncoproteína BCR/ABL que presenta actividad tirosina quinasa 

constitutiva, lo que activa cascadas de transducción de señales que desembocan en una expansión 

clonal de dichas células madre, así como alteraciones en procesos celulares como la supervivencia, 

diferenciación y la adhesión celular 6. 

La leucemia mieloide posee dos fases bien diferenciadas, la crónica y la blástica o aguda. Gran 

parte de los pacientes son diagnosticados en la primera fase, que tiene una duración media de 4 años 

y que se caracteriza por la expansión masiva de células granulocíticas además de un ligero incremento 

de progenitores granulocito/macrófago en sangre periférica, derivando en la aparición de signos como 

la esplenomegalia. Sin el tratamiento adecuado, la patología evoluciona de la fase crónica a la 

blástica, donde se produce un bloqueo de la diferenciación celular, lo que provoca un aumento 

significativo en el número de progenitores hematopoyéticos inmaduros en sangre periférica y médula 

ósea, además de infiltrados extramedulares que pueden colonizar otros órganos y tejidos 5,7. 

Actualmente, el único tratamiento curativo es el trasplante alogénico de CMHs, pero la mayor 

parte de los pacientes no son elegibles ya sea por sus características fisiológicas o por la limitación 

Figura 2. Formación del cromosoma de Filadelfia como resultado de la traslocación t(9;22)(q34;11.2), dando como 

resultado la aparición oncogén BCR/ABL. Fuente: modificado a partir de Mayo Foundation for Medical Education and 

Research 
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existente de encontrar donantes compatibles 7. Sin embargo, gracias a la comprensión del papel 

esencial que desempeña BCR/ABL en el desarrollo de la LMC, se han podido desarrollar diversos 

fármacos inhibidores de la actividad tirosina quinasa de ABL (ITK), siendo claves como primera línea 

de tratamiento y consiguiendo tasas de éxito superiores al 80% en pacientes con LMC 8,9. 

El mesilato de imatinib es el fármaco más extendido en clínica y, al igual que el resto de ITKs 

desarrollados, actúa como inhibidor competitivo del ATP en su sitio de unión a la tirosina-quinasa de 

ABL. De esta forma, la oncoproteína no se fosforila y se bloquean las posteriores cascadas de 

transducción de señales, mejorando significativamente el pronóstico y la esperanza de vida de los 

pacientes con LMC. Sin embargo, el tratamiento con ITKs persigue una cura funcional, aunque no 

molecular, ya que la alteración genética sigue presente. Por tanto, se debe administrar estos fármacos 

de forma crónica, lo que conlleva unos altos costes económicos y la aparición de resistencias 

mayormente debidas a mutaciones puntuales en el dominio quinasa de BCR/ABL 5. Aunque se han 

desarrollado ITKs de segunda y tercera generación para sobrevenir estas resistencias, se ha 

comprobado que siguen persistiendo, lo que provoca recaídas en los pacientes y una disminución 

considerable en la eficacia del tratamiento de la enfermedad 10. 

Ante este paradigma, los avances conseguidos en terapia génica pueden presentar una 

prometedora herramienta para el tratamiento molecular de la LMC mediante la edición génica del 

oncogén BCR/ABL de las células madre hematopoyéticas de los pacientes 11, ya que estas 

aproximaciones se centran en eliminar la causa genética de la patología, suponiendo así la única cura 

realmente definitiva para la LMC.  

 

1.2. El sistema CRISPR/Cas9 y su potencial en terapia génica 
 

El sistema CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats- CRISPR- 

associated proteins) es un mecanismo de inmunidad adaptativa que actúa contra elementos genéticos 

patógenos y que está presente en un amplio rango de bacterias y arqueas, diferenciándose los distintos 

sistemas CRISPR/Cas en sus componentes y mecanismos de acción 12. 

Uno de los sistemas CRISPR más estudiados es el que emplea la nucleasa Cas9. Éste fue 

descrito por primera vez en la arquea halófila Haloferax mediterranei por Mojica et al. en 2005 

cuando se halló una región genómica formada por secuencias repetidas separadas por otras 

estrechamente relacionadas con plásmidos y virus, y que a su vez se encuentra asociada a Cas9 13.  

Así y ante un primer evento de infección por un patógeno, Cas9 procesa su secuencia genética y 
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pequeños fragmentos de este ADN exógeno denominados protoespaciadores se integran en el locus 

CRISPR, generando nuevas unidades espaciador-repetición 14. De esta forma, este locus se caracteriza 

por una matriz de repeticiones cortas intercaladas por espaciadores, los cuales son homólogos a 

fragmentos virales o plasmídicos 12. En posteriores ciclos de reinfección, el locus CRIPSR se 

transcribe como pre-crARN (pre CRISPR- ARN) que hibrida con un CRISPR ARN transactivador 

(tracrARN), el cual posee regiones complementarias a las secuencias repetidas, lo que permite que el 

tracrARN actúe como guía para el procesamiento del pre-crARN a crARN. Así, el crARN junto al 

tracrARN forman un complejo que se une a la nucleasa Cas9. El crARN dirige al sistema mediante 

su hibridación específica con una secuencia genética diana complementaria del patógeno que debe 

encontrarse seguida por un motivo adyacente al protoespaciador o PAM. Cas9 reconoce el sitio PAM 

y provoca roturas específicas de la doble cadena del ADN diana o DSB, evitando la infección 14,15. 

(Figura 3A)  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A) Proceso de ensamblaje y acción del sistema CRISPR/Cas9 en bacterias y arqueas en eventos de reinfección 

donde la endonucleasa Cas9 guiada por el ARN transactivador (tracrARN) y el CRISPR ARN (crARN) degrada un ADN 

diana. B) Sistema CRISPR/Cas9 diseñado in vitro donde el protoespaciador es la secuencia del ADN diana seguida del 

motivo PAM o protospacer adjacent motif reconocida específicamente por la endonucleasa Cas9 que es guiada por el 

sgARN o single guide ARN (una quimera del crARN y parte del tracrARN). Fuente: modificado a partir de Jiang et al., 

2017 y Singh et al., 2016. 

La descripción de este sistema produjo un cambio de paradigma en la edición genómica 

debido a la posibilidad de su direccionamiento específico. El único requisito para la actividad de Cas9 

es la presencia de un motivo PAM consistente en 3 nucleótidos en el extremo 3’ de la secuencia diana 

16 (Figura 3B).  

A 

B 
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De esta forma, CRISPR/Cas9 permite realizar ingeniería sitio-específica in vitro mediante la 

formación de DSB en regiones localizadas del genoma, lo que induce respuestas a daño celular y 

estimulan su reparación por mecanismos endógenos como NHEJ (non homologous end joining) o 

HDR (homologous directed repair) 15,17. En el primer caso, las DSB se reparan por la unión de 

extremos no homólogos provocando inserciones o deleciones (INDELS) al azar debido a la alta tasa 

de error asociada, pudiendo derivar en fenotipos de pérdida de función o knockout. En el mecanismo 

de reparación HDR, se emplean secuencias donadoras homólogas procedentes de cromátidas 

hermanas o cromosomas homólogos como molde de reparación para evitar la pérdida de información 

(Figura 4). Mediante esta vía y el uso del sistema CRISPR/Cas9, se pueden llevar a cabo deleciones, 

sustituciones o inserciones precisas en el sitio específico de la DSB por el diseño de moléculas 

donadoras de ADN con homología a las regiones flanqueantes de dicha DSB 18.  

 

Gracias a su versatilidad, eficiencia y accesibilidad, la tecnología CRISPR/Cas9 ha 

revolucionado el campo de la ingeniería genética y el desarrollo de terapias génicas, aumentando en 

gran medida las aplicaciones disponibles en estas y otras muchas áreas. En concreto y debido a que 

en la LMC un único evento de traslocación es el responsable de la mayoría de las manifestaciones 

clínicas, en nuestro grupo Vuelta et al. demostraron la posibilidad de silenciar el oncogén BCR/ABL 

mediante el sistema CRISPR/Cas9 tanto en modelos in vitro como in vivo. Siguiendo esta línea de 

investigación, recientemente pudieron editar células madre hematopoyéticas murinas y humanas de 

LMC mediante el diseño de una nueva estrategia de CRISPR/Cas9 que aboliese los efectos 

oncogénicos de BCR/ABL y restaurando completamente la hematopoyesis normal 19–22. De esta 

forma, se demostró el potencial que presenta la tecnología CRISPR/Cas9 como base para el desarrollo 

Figura 4. Principales vías de reparación endógenas de roturas de doble cadena (DSB) de ADN. Mediante la reparación 

de extremos no homólogos (NHEJ) se producen inserciones o deleciones que conducen al silenciamiento génico. Por 

recombinación homóloga (HDR), se emplea una secuencia de ADN molde para la reparación integrándose en el genoma, 

pudiendo introducir las mutaciones de interés en la región genómica deseada. Fuente: elaboración propia 
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de nuevas terapias génicas en LMC. Sin embargo, este sistema presenta ciertas limitaciones que 

pueden provocar la recaída post trasplante de los pacientes. Por una parte, cabe destacar la presencia 

de mutaciones no deseadas (off-targets) derivadas del uso de CRISPR/Cas9 y, por otra, la baja 

eficiencia general del proceso. Esta eficiencia viene dada por la transfección que es inferior al 50% 

de las células, la posible ausencia del mecanismo de acción del sistema y la eventual presencia de 

mutaciones que no logran el silenciamiento de BCR/ABL 23. 

El bajo nivel de eficiencia se explica en parte por la transfección del sistema CRISPR/Cas9 

en forma de plásmidos codificantes de la nucleasa Cas9 y el ARN guía. De esta manera, una vez 

introducido el plásmido al interior celular, tanto el ARN guía como la Cas9 han de transcribirse, y en 

el caso de Cas9, traducirse posteriormente. Finalmente, el complejo se ensambla en el citoplasma 

celular y ejerce su acción sobre la secuencia diana.  Una posible solución que se ha presentado en los 

últimos años consiste en aumentar la eficiencia del sistema mediante la introducción del sistema 

CRISPR/Cas9 en forma de ribonucleoproteína pre-ensamblada 24.  

Por todo ello, es imperativo asegurar la ausencia de células incorrectamente editadas mediante 

el diseño de un sistema que permita, por una parte, la corrección genética y, por otra, la selección de 

las células correctamente editadas 25. 

 

1.3. Estrategia de trampa génica 
 

La técnica de trampa génica o captura de genes es un método de mutagénesis al azar en el cual 

se integran secuencias de ADN en genes endógenos del organismo a estudiar, provocando 

interrupciones en su transcripción. De esta forma, una trampa génica representa un sistema eficiente 

para caracterizar la función, secuencia y expresión de genes mediante el estudio pormenorizado de 

los fenotipos knockout resultantes 26.  

A partir de la secuenciación completa del genoma humano, se hizo patente la necesidad de 

identificar las funciones de los nuevos genes hallados. Para ello, se recurre habitualmente a modelos 

murinos debido a la similitud estructural y organizativa entre los genomas de ratón y humano, su 

tamaño adecuado y tiempos cortos de cría, además de la existencia de técnicas de mutagénesis bien 

establecidas en ratón. Mediante la estrategia de trampa génica aplicada a células madre embrionarias 

murinas, se han establecido extensas librerías donde cada alelo ha sido silenciado, dando lugar a 

fenotipos knockout cuyo estudio permite la identificación de la función de los genes editados.  
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Concretamente, los elementos de la trampa génica pueden ser endógenos, como los elementos 

transponibles, o exógenos como construcciones de ADN recombinante integrados en vectores 27.  

Los vectores de trampa génica más utilizados para el análisis de la expresión génica son 

aquellos que tienen un marcador seleccionable sin promotor flanqueado por una señal de 

poliadenilación o polyA de parada de transcripción en el extremo 3’, y una secuencia en su extremo 

5’ denominada splicing acceptor o SA que permite que el fragmento sea reconocido como un exón. 

De esta manera se consigue el silenciamiento del gen, la expresión del marcador y la selección de las 

células editadas ya que el transcrito resultante codifica una versión truncada y no funcional de la 

proteína nativa fusionada con el producto génico del gen reportero 28 (Figura 5).   

Sin embargo, esta estrategia en su modalidad clásica no permite la generación de mutaciones 

concretas en secuencias diana específicas 27.  

Por ello, se plantea combinar la tecnología CRISPR/Cas9 con la estrategia de trampa génica 

para dirigir la integración de un casete de trampa génica conteniendo la mutación deseada en un sitio 

específico del genoma celular. En relación con la LMC y aprovechando el potencial de estos sistemas, 

se quiere integrar de forma específica en el punto de fusión BCR/ABL una molécula donadora de 

trampa génica que contenga la secuencia del gen reportero Venus flanqueada por las señales SA y 

polyA. Así, el sistema CRISPR/Cas9 genera DSB sitio-específicos donde se puede integrar el casete 

de ADN diseñado. Para favorecer la reparación por la vía HDR, la molécula donadora se flanquea 

por brazos de homología de BCR y ABL 27.  De esta forma, el casete interrumpe la secuencia 

codificadora de BCR/ABL evitando sus efectos oncogénicos y permitiendo la selección de las células 

correctamente editadas por la expresión del gen reportero.  

Anteriormente, en nuestro grupo se diseñó un vector que poseía un casete de interferencia 

para BCR/ABL que constaba de una secuencia SA seguida del gen reportero Venus bajo el control del 

Figura 5. Sistema de trampa génica clásica en el que un casete de interferencia compuesto por una secuencia splicing 

aceptor (SA), un gen reportero y una señal de poliadenilación (polyA) se integra en un gen endógeno, derivando en su 

silenciamiento al producirse un transcrito truncado y fusionado con el producto génico del gen reportero. Fuente: 

modificado a partir de Stanford et al., 2001. 
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promotor exógeno del citomegalovirus (CMV), flanqueado por secuencias homólogas al punto de 

fusión BCR/ABL. Aunque la inserción de este casete en la secuencia diana mostró resultados 

prometedores, la eficiencia general del proceso resultó escasa y por tanto difícilmente aplicable como 

aproximación terapéutica 21. Por ello, se plantea mejorar el rendimiento general del proceso mediante 

el diseño de un sistema CRISPR/Cas9 en forma de ribonucleoproteína, que permita aumentar la tasa 

de integración de nuestro casete de interferencia en BCR/ABL y, por tanto, la eliminación de su 

expresión. Esto permitiría sentar las bases para el desarrollo de una terapia génica que persiga la cura 

funcional y molecular de la LMC.
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2. Hipótesis y objetivos 
 

La LMC es una neoplasia hematológica que se dirige exclusivamente por un único evento de 

alteración genética, la formación y expresión del oncogén de fusión BCR/ABL. La oncoproteína que 

codifica consta de actividad tirosina quinasa constitutiva, por lo que la principal estrategia de 

tratamiento actualmente se basa en la administración crónica de fármacos inhibidores de dicha 

actividad, que ven limitado su éxito por el desarrollo de resistencias. 

Previamente, nuestro grupo y otros han demostrado la capacidad del sistema CRISPR/Cas9 

de introducir mutaciones concretas en secuencias específicas del genoma con el fin de evitar la 

expresión de oncogenes en células madre hematopoyéticas, entre los cuales se encuentra BCR/ABL. 

Sin embargo, el uso de esta tecnología como aproximación terapéutica muestra limitaciones, como 

su baja eficiencia y la dificultad de seleccionar las células correctamente editadas. De este modo, 

resulta necesario desarrollar nuevas aproximaciones que permitan la eliminación de la expresión de 

este oncogén, así como un sistema que permita seleccionarlas para su posterior trasplante.  

Por todo ello, se plantea como hipótesis que la dirección específica del sistema 

CRISPR/Cas9 en forma de ribonucleoproteína a la zona de fusión genómica de BCR/ABL en 

combinación con la estrategia de trampa génica permitirá seleccionar las células en las que se 

ha eliminado su expresión y, por tanto, sus efectos oncogénicos. 

Con el fin de comprobar esta hipótesis, en este trabajo se plantean los siguientes objetivos: 

1. Diseñar una guía de crARN que dirija específicamente al sistema CRISPR/Cas9 a la región 

de fusión de BCR/ABL tras su ensamblaje con la nucleasa Cas9, induciendo cortes en la doble 

hebra de ADN.  

2. Introducir el sistema CRISPR-Trap de forma eficiente en la línea celular K562, comprobando 

la capacidad de integración del casete de interferencia en el locus BCR/ABL. 

3. Constatar el efecto de la integración del casete de interferencia a nivel de expresión del 

oncogén y su efecto sobre la proliferación celular tras la actuación del sistema CRISPR-Trap. 

4. Evaluar la actividad tumoral in vivo de las células editadas que son seleccionadas por la 

expresión del gen reportero Venus. 
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 3. Materiales y métodos 
 

 3.1. Líneas celulares y condiciones de cultivo 
 

 Se utilizó la línea celular humana K562 derivada de un paciente de LMC, que porta la 

traslocación t(9;22)(q34;11.2), y por lo tanto,  expresa el producto del oncogén BCR/ABL. Se obtuvo 

de la colección DSMZ (Leibniz - Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH, Alemania) y fue cultivada en medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, California, EEUU) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Thermo Fisher 

Scientific, California, EEUU) y 1% de penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific, 

California, EEUU) a 37ºC en una atmósfera con 5% de CO2. 

 

3.2. Obtención del ADN donador 
 

Para interrumpir la secuencia codificadora de BCR/ABL, se planteó integrar específicamente 

en su región de fusión un casete de interferencia de trampa génica.  Previamente, nuestro grupo diseñó 

un vector que posee dicho casete para BCR/ABL que consta del gen reportero Venus bajo el control 

del promotor CMV y las señales SA y polyA. Todo ello se encuentra flanqueado por brazos de 

homología de BCR y ABL para favorecer la vía de reparación endógena HDR (Figura 6).  

Con el fin de conseguir dicho vector, se partió del plásmido pTC201B (Addgene plasmid # 

52193; http://n2t.net/addgene:52193; RRID:Addgene_52193) que contiene originalmente el casete 

Neo-IRES-GFP precedido por una señal SA, que posteriormente fue eliminado por las enzimas de 

restricción NotI y SalI y sustituido por el fragmento SA-CMV-Venus, obtenido por PCR desde el 

plásmido pShuttle (Addgene plasmid # 62621; http://n2t.net/addgene:62621 ; 

RRID:Addgene_62621). Los brazos de homología 5’ y 3’ del punto de fusión del oncogén BCR/ABL 

provenientes del ADN genómico de células K562 se incorporaron al vector pTC201B mediante la 

utilización de las enzimas de restricción ClaI y XhoI.  

http://n2t.net/addgene:52193
http://n2t.net/addgene:62621
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El ADN donador conteniendo el casete de interferencia (SA-CMV-Venus) flanqueado por los 

brazos de homología se obtuvo mediante amplificación por PCR desde dicho vector con los 

oligonucleótidos Donor F y Donor R (Figura 6, Tabla 1). El producto de PCR se purificó mediante el 

kit comercial NZYGelpure (NZYTech), se digirió con la enzima de restricción DnpI, fosforiló con la 

polinucleótido quinasa T4 y se volvió a purificar, alcanzando una concentración final de 200 ng/ µL.   

    

 Tabla 1. Oligonucleótidos empleados 

Nombre Secuencia 

Donor F ACCCACATCCCACATCACCC 

Donor R CATGGTCTCCACTATCAAGGG 

Venus R GGACACGCTGAACTTGTGGC 

K562 DF1 TCCACTCAGCCACTGGATTTAAGCA 

Figura 6. Vector previamente diseñado por nuestro grupo que contiene el sistema CRISPR-Trap y la región diana de 

fusión de BCR/ABL. El plásmido consta del casete de interferencia formado por la señal aceptadora de splicing (SA), el 

promotor del citomegalovirus (CMV), el gen reportero Venus y la señal de poliadenilación (polyA) flanqueado por los 

brazos de homología. Las flechas negras indican los oligonucleótidos empleados para obtener la molécula de ADN 

donador por PCR. Se representa el sitio esperado de corte del sistema CRISPR/Cas9 en el gen BCR/ABL y la secuencia 

resultante de BCR/ABL tras la integración por recombinación homóloga HDR del casete de interferencia empleado como 

ADN donador. La introducción de la secuencia SA-CMV-VENUS en la región intrónica de BCR/ABL interrumpe el marco 

de lectura del oncogén y provoca la expresión del gen reportero Venus. 
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K562 DF2 ATCAAGGATCTCCGGGCAGC 

K562 DR1 GGGTATTTCTGTTTGGGTATGG 

BCR qPCR F AGTTACACGTTCCTGATCTCC 

ABL qPCR R TTGGGCTTCACACCATTCCCC 

CMV qPCR R GCGGGCCATTTACCGTAAG 

Gapdh qPCR F TGCACCACCAACTGCTTAGC 

Gapdh qPCR R CACCACCTTCTTGATGTCATCA 

 

3.3. Diseño del crARN 
  

Con el fin de aumentar la eficiencia global del proceso, se planteó la utilización del sistema 

CRISPR/Cas9 en forma de complejo ribonucleoproteico. Para ello, primero se procedió al diseño de 

la guía de ARN o crARN dirigida contra la secuencia de fusión de BCR/ABL mediante la herramienta 

bioinformática de Integrated DNA Technologies (https://eu.idtdna.com/pages), tras la previa 

secuenciación Sanger de dicha zona a partir del ADN genómico de células de la línea K562. La 

eficiencia del crARN diseñado se evaluó in vitro por secuenciación Sanger de la secuencia genómica 

de fusión del oncogén BCR/ABL a partir de células K562 electroporadas con el sistema CRISPR/Cas9 

y se analizó gracias al algoritmo Tracking of Indels by Decomposition (TIDE) (https://tide-

calculator.nki.nl; Instituto del Cáncer de Países Bajos). 

 

3.4. Ensamblaje del complejo ribonucleoproteico CRISPR/Cas9 y electroporación.  

 

 El sgARN dirigido contra la región de fusión de BCR/ABL se preparó mediante la mezcla 

equimolar del crARN previamente diseñado (Integrated DNA Technology, Bélgica) con el tracrARN 

(Integrated DNA Technology, Bélgica), alcanzando una concentración final de 44 µM. El 

anillamiento de ambas secuencias se consiguió por calentamiento a 95ºC durante 5 minutos, seguido 

de un descenso progresivo de la temperatura hasta alcanzar los 25ºC. El complejo ribonucleoproteico 

se obtuvo mediante la incubación de 22 pmol del sgARN con 18 pmol de la nucleasa Cas9 (S. 

pyogenes, Integrated DNA Technology, Bélgica).  

Las células de la línea K562 se electroporaron con el equipo Neon Transfection System Kit 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EE UU) siguiendo las instrucciones del fabricante 

y en unas condiciones de 3 pulsos a 1450 V y 10 ms de duración. Para cada electroporación se 
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emplearon 1 µL de ribonucleoproteína, 1 µL de ADN donador (200 ng), 2 µL de Enhancer (Integrated 

DNA Technology, Bélgica) a una concentración de 10.8 µM y 6 µL de suspensión celular a 1 x 107 

células/mL.  

 

3.5. Citometría de flujo 

   

 Para la cuantificación del número de células K562 que expresan el gen reportero Venus tras 

48 horas desde su electroporación, se utilizó el citómetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences, 

California, EE UU). Los resultados se analizaron mediante la herramienta bioinformática FlowJo 

v7.6.5 (TreeStar, Oregón, EE UU). 

 

3.6. Extracción de ADN genómico/ARN total celular y retrotranscripción  

 

 El ADN genómico y el ARN total de las células K562 se extrajo según las instrucciones del 

fabricante del kit comercial AllPrep DNA/RNA (Qiagen). Del ARN total, 100 ng se 

retrotranscribieron a ADN complementario o ADNc in vitro usando el kit SuperScript III First-Strand 

Synthesis Super Mix (Thermo Fisher Scientific, California, EE UU). 

 

3.7.  PCR  

 

 Para comprobar la integración específica del casete de interferencia en el locus BCR/ABL, el 

ADN genómico extraído de células K562 electroporadas se amplificó mediante PCR por los 

oligonucleótidos K562 DF1 y DR1 para la PCR sitio-inespecífica, y K562 DF2 y Venus R para la 

PCR sitio-específica (Tabla 1, Figura 6). Con este fin se utilizó la Taq polimerasa Phusion (Thermo 

Fisher) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 

3.8.  qPCR  

 

 La cuantificación de los niveles de expresión de BCR/Venus y BCR/ABL se realizó mediante 

qPCRs con los oligonucleótidos BCR qPCR F y CMV qPCR R o BCR qPCR F y ABL qPCR R 

respectivamente, y el uso del ADNc de células electroporadas junto con SYBR Green Master Mix 

(Applied Biosystems) (Tabla 1). Los niveles de expresión se normalizaron en relación con el del gen 
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de expresión constitutiva GAPDH, donde se utilizaron los oligonucleótidos Gapdh qPCR F y Gapdh 

qPCR R (Tabla 1). Tanto las qPCRs como el análisis de la información se llevaron a cabo con el 

sistema StepOnePlus TM (Applied Biosystems). 

 

3.9. Ensayo de proliferación y selección celular 
 

 Para el ensayo de proliferación celular, se cultivaron 1.5 x 104 células K562, pasadas 24 horas 

desde su electroporación. Transcurridas 48, 72 y 96 horas, las células se recogieron y las viables se 

cuantificaron mediante citometría de flujo utilizando el equipo FACScalibur (BD Biosciences, 

California, EE UU). Los datos obtenidos se analizaron mediante la herramienta bioinformática 

FlowJo (vX.0.7. TreeStar, Oregón, EE UU). 

 Con el fin de seleccionar las células correctamente editadas y que expresen la proteína 

fluorescente Venus, se empleó FACS (fluorescence- activated cell sorting) mediante FACSaria (BD 

Biosciences, California, EE UU) 24 horas tras la electroporación celular.  

 

3.10. Carcinogénesis en un modelo de xenoinjerto en ratón 
 

 A fin de evaluar los efectos fisiológicos derivados de la utilización del sistema CRISPR-Trap 

para la eliminación de la expresión de BCR/ABL, se emplearon diez ratones hembra NOD-scid 

IL2Rgammanull (NSG, Cepa # 005557) (Charles River, Barcelona, España) de 4 o 5 semanas de edad 

a razón de 5 ratones por grupo. El ensayo contaba con la previa aceptación del Comité de Bioética 

del Centro de Investigación del Cáncer y siguió las normativas española y europea de 

experimentación animal (RD 1201/05, RD 53/2013 y 86/609/CEE) 

 Se seleccionaron mediante FACSaria (BD Biosystems) 4 x 105 células positivas para Venus 

provenientes de la electroporación de células K562 en las condiciones de molécula donadora y 

nucleasa Cas9 sin guía (Donor + Cas9) o electroporadas con la tecnología CRISPR-Trap (Donor+ 

CRISPR/Cas9). El mismo número de células K562 wild type electroporadas fueron separadas y 

utilizadas como control. Las células se contaron con una cámara Neubauer y su viabilidad se 

comprobó por tinción con Trypan Blue (Sigma). Los xenoinjertos tumorales se indujeron por 

inyección subcutánea en los flancos de los ratones de 4 x 105 células K562 resuspendidas en 0.1 mL 

de medio RPMI y 0.1 mL de Matrigel® (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix).  
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 En el primer grupo de ratones, las células K562 wild type se inyectaron subcutáneamente en 

el flanco izquierdo y las de la condición Donor + Cas9, en el derecho. En el segundo, las células wild 

type se inyectaron en el flanco izquierdo y las del grupo Donor + CRISPR/Cas9 en el derecho. Se 

midieron los tumores derivados de las distintas condiciones a los 9, 12, 15, 19, 22 y 23 días post-

inyección y su volumen se calculó según la fórmula a2bπ/6, donde a y b representan el menor y el 

mayor parámetro respectivamente. Los ratones fueron sacrificados con sobredosis de anestesia 

trascurridos 23 días tras la inyección, momento en el cual se extrajeron los tumores y se cuantificó la 

masa tumoral.  

 

3.11. Análisis estadístico 
 

El análisis estadístico se efectuó con la herramienta bioinformática GraphPad Prism 6. Las 

diferencias de expresión de BCR/Venus y BCR/ABL entre las diferentes condiciones se estimaron 

gracias los test T de Student y two way ANOVA con el método Tukey para comparaciones múltiples. 

Se consideran estadísticamente significativos los valores de p< 0.01 (**) y p< 0.001 (***).
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4. Resultados 
 

4. 1. El sistema CRISPR-Trap se integra de forma específica en el locus BCR/ABL 
 

En primer lugar, y como paso previo, se diseñó una guía de ARN dirigida específicamente 

contra la zona de fusión de BCR/ABL para su posterior ensamblaje con la nucleasa Cas9, formando 

un complejo ribonucleoproteico. La línea celular K562 se electroporó con este sistema, tras lo cual 

se analizó, mediante secuenciación Sanger, el ADN de las células electroporadas con la nucleasa Cas9 

sin guía (Cas9) y Cas9 ensamblado con la guía de ARN (Cas9 + crARN). De esta forma en las células 

electroporadas con Cas9 + crARN, y a diferencia del control (Cas9), se observó para BCR/ABL una 

mezcla de secuencias a partir del punto esperado de corte de la guía, indicando la presencia de 

mutaciones inducidas por el sistema (Figura 7A).  

La eficiencia de esta edición fue cuantificada mediante el algoritmo de descomposición TIDE, 

mostrando una eficiencia total de generación de DBS de 78.7% (Figura 7B) 

Figura 7. A) Secuenciación Sanger de la zona de fusión BCR/ABL en la línea celular K562 en las condiciones wild type, 

con la nucleasa Cas9 sin guía de ARN (Cas9) y nucleasa Cas9 con guía dirigida contra la región de fusión (Cas9+ 

crARN) para evaluar la capacidad del crARN de direccionar específicamente a Cas9 a dicha localización. B) Eficiencia 

estimada por el algoritmo TIDE de generación de DSB en la condición Cas9 + crARN respecto al control donde el eje 

de ordenadas representa el porcentaje de secuencias editadas y el de abscisas se corresponde con el número de 

nucleótidos delecionados o insertados. 

A 

B 
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Una vez comprobada la capacidad de generar DSB del sistema diseñado, se electroporaron 

células de la línea K562 en tres condiciones diferentes: i) grupo control wild type (WT); ii) 

electroporadas con la molécula donadora y la proteína Cas9 sin guía de ARN (Donor + Cas9) y iii) 

electroporadas con la molécula donadora, Cas9 y guía de ARN contra la secuencia de fusión de 

BCR/ABL (Donor + CRISPR/Cas9). Transcurridas 48 horas desde la electroporación, se observaron 

dichas células por microscopía de fluorescencia. Se detectó la emisión de fluorescencia verde debido 

a la expresión del gen reportero Venus contenido en la secuencia de la molécula donadora tanto en la 

condición Donor+ Cas9 (control) como en Donor+ CRISPR/Cas9, aunque en un mayor número de 

células en esta última (Figura 8). 

Mediante citometría de flujo se cuantificó el número de células positivas para Venus, 

observando un 23,9% de células que expresaban el gen en el grupo Donor+ Cas9, y aumentando hasta 

un 32,4% para la condición Donor+ CRISPR/Cas9 (Figura 9). 

 

Figura 8. Células K562 pasadas 48 horas desde la electroporación bajo microscopía de fluorescencia observándose 

expresión de la proteína fluorescente Venus. 
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A su vez, el ADN genómico de las células electroporadas para las tres condiciones fue extraído 

y se realizaron tanto una PCR sitio-inespecífica como una PCR sitio-específica. En el primer caso, 

los oligonucleótidos utilizados fueron K562 DF1 y DR1 que hibridan tanto en los brazos de 

homología de BCR y ABL como en la molécula donadora, por lo que el ADN donador se amplifica 

en su totalidad. En el segundo caso, los oligonucleótidos empleados fueron K562 DF2 y Venus R, 

que hibridan en el ADN genómico de las células K562 y en la molécula donadora respectivamente, 

amplificando, por tanto, solo en el caso en el que se dé integración especifica en el locus BCR/ABL.  

(Tabla 1, Figuras 6 y 10)  

 

 

En la electroforesis de la PCR inespecífica se observó, tanto en la condición Donor+ Cas9 sin 

guía como en la electroporada con todos los componentes del sistema CRISPR/Cas9, una banda de 

Figura 9. Citometría de flujo de las células K562 tras 48 horas de la electroporación para el análisis de la expresión del 

gen reportero Venus en las diferentes condiciones donde el eje de ordenadas representa SSC (Side Scatter) y el eje de 

abscisas, la fluorescencia Venus. 

Figura 10. PCR del ADN genómico de células K562 electroporadas wild type (WT), electroporadas con la molécula 

donadora y Cas9 sin guía de ARN (Donor+ Cas9) y con todos los componentes del sistema CRISPR (Donor+ 

CRISPR/Cas9). A) PCR sitio-inespecífica con los cebadores K562 DF1 y DR1, B) PCR sitio-específica con los cebadores 

K562 DF2 y Venus R.  

A B 
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1223 pb que se corresponde con el tamaño de la molécula donadora. A su vez, en todas las condiciones 

se contempla una banda de 418 pb propia de la amplificación de la zona de fusión BCR/ABL genómica 

de las células. Sin embargo, en la PCR sitio-específica solo se detectó una banda de 2615 pb en las 

células electroporadas con Donor+ CRISPR/Cas9, que se corresponde con el tamaño del alelo 

recombinado que ha insertado el casete de interferencia en la secuencia genómica de BCR/ABL 

(Figura 10).  

 

4. 2. El sistema CRISPR-Trap disminuye eficientemente la expresión del oncogén BCR/ABL, reduciendo 

sus efectos oncogénicos in vitro 

 

Una vez comprobado cómo el sistema CRISPR-Trap dirige la integración específica del casete 

de interferencia en el locus BCR/ABL y con el fin de cuantificar la capacidad del sistema para eliminar 

la expresión del oncogén, se evaluaron los niveles de expresión del gen de fusión BCR/Venus en los 

diferentes grupos mediante qPCR.  

De esta forma se observó una alta expresión de BCR/Venus en las células con el sistema 

CRISPR/Cas9 completo (5∙10-3 ± 1∙10-3), respecto a la condición control (Donor + Cas9, 7∙10-5 

± 2∙10-5;) (Figura 11).  

 

Figura 11. Análisis del nivel de expresión del locus BCR/Venus donde el eje de ordenadas se corresponde con ∆CT para 

las condiciones de electroporación wild type (WT), electroporadas con la molécula donadora y Cas9 sin crARN (Donor+ 

Cas9) y el sistema CRISPR-Trap (Donor+ CRISPR/Cas9). Se muestra la media ± SEM. 
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Además, el análisis de la expresión del oncogén BCR/ABL mostró una reducción significativa 

de un 84,1 ± 6,0% en las células electroporadas con Donor + CRISPR/Cas9, en comparación con las 

condiciones control (WT y Donor + Cas9) (Figura 12).   

Una vez observada la capacidad de disminuir la expresión de BCR/ABL del sistema, se realizó 

un ensayo de proliferación celular para analizar los efectos biológicos derivados de la tecnología 

CRISPR-Trap. Para ello, tras su electroporación se sembraron el mismo número de células de cada 

condición experimental y se contaron mediante citometría de flujo a las 48, 72 y 96 horas. De esta 

forma, las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap (Donor+ CRISPR/Cas9), a las 72 y 96 

horas tras la electroporación mostraron una reducción significativa en el recuento celular respecto a 

los controles (5572 ± 2466 a las 72 horas y 6118 ± 3448 a las 96 horas). Sin embargo, para los grupos 

WT y Donor+ Cas9 se observó una proliferación sostenida a partir de las 24 horas, sin diferencias 

significativas apreciables en su crecimiento a lo largo del tiempo.  (Figura 13). 

Figura 12. qPCR para el análisis de los niveles de expresión del locus BCR/ABL en las diferentes condiciones donde el 

eje de ordenadas se corresponde con ∆∆CT y se representa la media ± SEM. 
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4.3. El sistema CRISPR-Trap reduce la actividad tumoral de BCR/ABL in vivo 
 

Para determinar el efecto fisiológico de la eliminación de la expresión de BCR/ABL por el 

sistema CRISPR-Trap, se electroporaron células K562 en las condiciones WT, Donor+ Cas9 y 

Donor+ CRISPR/Cas9. Se separaron células Venus + por FACS de las dos últimas poblaciones, así 

como las células vivas de la condición WT, y se inyectaron subcutáneamente 4∙105 células de cada 

condición en los flancos de ratones NSG, desarrollándose los tumores durante 23 días (Figura 14). 

 

Figura 13. Ensayo de proliferación celular K562 donde el eje de ordenadas representa el número de células viables y, 

el eje de abscisas, el tiempo transcurrido tras la electroporación de las condiciones wild type (WT), electroporadas con 

la molécula donadora y Cas9 sin guía (Donor+ Cas9) y con el sistema CRISPR/Cas9 completo (Donor+ CRISPR/Cas9). 

Se muestra la media±SEM   

Figura 14. Diseño experimental in vivo. Células K562 se electroporaron en las condiciones wild type (WT), con la 

molécula donadora y Cas9 sin guía (Donor+ Cas9) y el ADN donador y el sistema CRISPR/Cas9 completo (Donor+ 

CRISPR/Cas9). Se separaron por FACS las células Venus+ de los dos últimos grupos y se inyectaron subcutáneamente 

4∙105 células de cada condición en ratones NSG. En los flancos izquierdos se disponen las células WT electroporadas y 

en los derechos, la población Venus+ de Donor+ Cas9 o Donor+ CRISPR/Cas9 alternativamente. 
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Transcurrido este tiempo, se observó que para la condición Donor+ CRISPR/Cas9, el volumen 

tumoral fue significativamente menor a los 23 días post inyección, siendo de 256 ± 85 mm3, respecto 

a los controles, donde el volumen de los tumores desarrollados a partir de las poblaciones celulares 

WT y Donor+ Cas9 fueron similares (1709 ± 571 mm3 y 1728 ± 155 mm3 respectivamente). De esta 

forma, las células editadas con el sistema CRISPR-Trap desarrollaron un tumor 85% menor que los 

controles aproximadamente (Figura 15A, 15B).  

 

 

 

  

             

            En cuanto a la masa tumoral, en la condición mediada por CRISPR/Cas9 se registró un valor 

significativamente inferior a los 23 días (0,2 ± 0,1 g) en comparación con los controles WT y Donor+ 

Cas9 (1,4 ± 0,5g y 1,7 ± 0,4 g respectivamente) (Figura 15C).

Figura 15. Carcinogénesis en un modelo murino NSG de xenoinjerto. A) Aspecto externo de los ratones y de los tumores 

generados 23 días post inyección de células seleccionadas tras su electroporación wild type (WT), con el ADN donador 

y Cas9 sin guía (Donor+ Cas9) y células con el sistema CRISPR-Trap (Donor+ CRISPR/Cas9). B) Volumen (mm3) de 

los tumores derivados de las células inyectadas y su evolución en el tiempo (días). C) Masa tumoral a los 23 días desde 

la inyección (g). (media ± SEM) 

 

A B 

C 
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5. Discusión de los resultados  
 

 La leucemia mieloide crónica es una neoplasia mieloproliferativa cuya patogenia se debe 

principalmente a la formación del oncogén de fusión BCR/ABL en las células madre hematopoyéticas 

(CMHs) como resultado de una traslocación recíproca entre los cromosomas 9 y 22. Su expresión 

origina la oncoproteína BCR/ABL que presenta actividad tirosina quinasa constitutiva, lo que 

desencadena la expansión clonal de dichas CMHs e infiltrados extramedulares 29.  

 Actualmente, el principal tratamiento disponible son los fármacos inhibidores de dicha 

actividad tirosina quinasa (ITKs), los cuales ofrecen una esperanza de vida normal cuando son 

administrados de forma crónica. Sin embargo, esto provoca la aparición de resistencias hasta en un 

15% de los pacientes 30. Por ello, el trasplante alogénico de CMHs representa el último recurso, pero 

lleva asociadas limitaciones como la ausencia de donantes compatibles y complicaciones 

inmunológicas 31. 

 Ante este escenario, la terapia génica junto con el trasplante autólogo de CMHs presenta un 

gran potencial en LMC debido a los últimos avances en las técnicas de edición genética como el 

sistema CRISPR/Cas9, permitiendo la corrección génica ex vivo de las CMHs de los pacientes para 

eliminar la expresión de BCR/ABL, a la vez que se evitan los riesgos inmunológicos del trasplante 

alogénico. De esta forma, nuestro grupo 23 y otros 11,32 han demostrado la capacidad curativa de las 

terapias génicas, aunque es necesario superar las limitaciones de baja eficiencia y la dificultad de 

seleccionar las células correctamente editadas. Para ello, en este trabajo se exploró una aproximación 

terapéutica basada en la estrategia CRISPR-Trap que permitiría la eliminación simultánea de la 

expresión de BCR/ABL y la selección in vitro de las células correctamente editadas para su posterior 

trasplante. 

De este modo, nuestra estrategia CRISPR-Trap combina el sistema CRISPR/Cas9 en forma 

de ribonucleoproteína con la tecnología de trampa génica para dirigir la integración específica de un 

casete de interferencia en el punto de fusión de BCR/ABL. Este casete de trampa génica contiene una 

secuencia de aceptación de splicing que asegura la ruptura del marco de lectura del oncogén, el gen 

reportero de fluorescencia Venus bajo el control del promotor CMV y una señal de poliadenilación, 

todo ello flanqueado por brazos de homología de BCR y ABL para favorecer su integración vía HDR.  

Estudios previos han demostrado la necesidad de incluir un promotor exógeno que dirija la 

expresión del gen reportero contenido en las secuencias de trampa génica para determinados genes 

cuyos promotores endógenos no presentan una expresión suficiente para dar lugar a fluorescencia 33. 
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De esta forma, se asegura la expresión del reportero de forma independiente de locus del gen diana. 

Sin embargo, la utilización de un casete que contiene un promotor implica la expresión del reportero 

incluso cuando la integración de éste se realiza de forma inespecífica 34. Esto explicaría la observación 

de fluorescencia en la condición control de células K562 electroporadas con la molécula donadora y 

la nucleasa Cas9 sin guía y la cuantificación mediante citometría de flujo de unos porcentajes de 

fluorescencia similares entre esta condición y la electroporada con el ADN donador y el sistema 

CRISPR/Cas9 completo. Posteriormente, mediante una PCR inespecífica de sitio, se comprobó que 

el casete se integra de forma inespecífica en el genoma celular cuando no se aporta una guía CRISPR 

que dirija el sistema (condición control Donor + Cas9). Esto es debido probablemente a las rupturas 

al azar del ADN que ocurren durante el ciclo celular y al sistema de reparación endógeno NHEJ, que 

provoca la introducción de secuencias de ADN presentes en la célula en los sitios de reparación de 

DSB 35.  

Por el contrario, solo las células electroporadas con todos los componentes del sistema 

CRISPR-Trap resultaron positivas en una PCR sitio-específica que detectaba la integración del casete 

de interferencia en la secuencia de fusión de BCR/ABL.  La cuantificación del ARNm de BCR/Venus, 

reveló un incremento significativo en la expresión del alelo editado con respecto a los controles. Todo 

ello sugiere la correcta integración del casete mediada por la vía de reparación HDR cuando el sistema 

CRISPR/Cas9 la dirige, debido al DSB inducido y la homología existente entre la molécula donadora 

y la secuencia diana 36.  

Una vez analizadas tanto la integración específica del casete en la región de fusión de 

BCR/ABL como su expresión, se comprobó la capacidad del sistema CRISPR-Trap para eliminar la 

expresión del oncogén y, en consecuencia, abolir sus efectos oncológicos. Se observó una reducción 

de más del 80% del nivel de expresión de BCR/ABL en el grupo de células electroporadas con el 

sistema completo en comparación con los grupos control. Teniendo en cuenta estos resultados junto 

con la expresión observada de BCR/Venus, las células corregidas por el sistema expresarían un ARNm 

compuesto por BCR-SA-CMV-Venus evitando la expresión del mensajero del oncogén. Estudios 

previos han demostrado que la expresión de BCR/ABL es necesaria para la supervivencia de la línea 

celular K562 in vitro 32, por lo que la disminución en la expresión del oncogén fue acompañada por 

un descenso de sus efectos tumorales, alterando así su tasa de proliferación. De esta forma, en el 

ensayo de proliferación celular, las células electroporadas con el sistema CRISPR-Trap completo 

mostraron una reducción significativa en la supervivencia, a diferencia de los controles, que 

mantienen una proliferación estable a lo largo del tiempo. Estos datos en su conjunto sugieren que el 
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sistema CRISPR-Trap permite la integración eficiente del casete de interferencia en el oncogén 

BCR/ABL, interrumpiendo de forma estable su expresión y evitando sus efectos oncogénicos in vitro. 

 Finalmente, se demostró el efecto terapéutico in vivo de esta estrategia mediante la inyección 

subcutánea de células seleccionadas Venus+ editadas con el sistema CRISPR-Trap en ratones 

inmunodeficientes, consiguiendo una reducción del 85% de la carga tumoral respecto a los controles, 

transcurridos 23 días desde la inyección. Este resultado se muestra consonante con la obtención de 

una masa tumoral menor en los ratones inyectados con las células tratadas con el sistema CRISPR-

Trap. Por lo tanto, estos datos sugieren que el sistema CRISPR-Trap permite una apropiada selección 

de las células correctamente editadas, lo que conlleva una reducción de la actividad tumoral de 

BCR/ABL in vivo.  

En estudios anteriores de nuestro grupo23 y otros32, se empleó una estrategia basada en la 

inducción de mutaciones aleatorias para provocar cambios en el marco de lectura del oncogén 

BCR/ABL a fin de eliminar su expresión. Sin embargo, la aparición de mutaciones en fase, sin 

alteración del marco de lectura, así como la imposibilidad de seleccionar las células editadas, 

resultaron en niveles de expresión residuales del oncogén superiores a los deseados. Por el contrario, 

el sistema CRISPR-Trap muestra una reducción importante de la expresión de BCR/ABL, así como 

una disminución significativa en la proliferación celular in vitro y una menor actividad tumoral in 

vivo tras la selección celular. Estos datos representan una mejora substancial en la eficiencia de la 

edición génica en los casos en los que es posible la selección de las células correctamente editadas. 

Teniendo en consideración todos los resultados obtenidos, demostramos por primera vez que 

el sistema CRISPR-Trap permite una adecuada selección de las células donde BCR/ABL se encuentra 

interrumpido, limita los efectos derivados de aquellas no editadas y consigue un efecto terapéutico a 

largo plazo en el modelo murino de xenoinjerto. Aunque son necesarios nuevos estudios para la 

mejora de la eficiencia de introducción del sistema al interior celular, así como de los procesos de 

edición y selección, nuestros resultados representan un avance en terapia génica de enfermedades 

genéticas hematológicas. Nuestro sistema CRISPR-Trap ofrece una nueva aproximación para 

seleccionar las células correctamente editadas antes de realizar posibles trasplantes autólogos. De esta 

forma, se abre la posibilidad del desarrollo de nuevas terapias basadas en la estrategia CRISPR-Trap, 

permitiendo la corrección genética de las células madre hematopoyéticas extraídas de pacientes con 

LMC para su posterior autotrasplante, consiguiendo así la restauración de la hematopoyesis normal.  
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6. Conclusiones 

 

o El sistema CRISPR/Cas9 diseñado contra la secuencia de fusión de BCR/ABL, induce de forma 

eficiente cortes en la doble hebra de ADN de las células K562.  

 

o El sistema CRISPR-Trap es capaz de integrar de forma específica y eficiente el casete de 

interferencia en el locus BCR/ABL mediado por el sistema de reparación endógeno dirigido por 

homología.  

 

o El casete de interferencia integrado elimina la expresión del oncogén BCR/ABL y proporciona 

un método de selección de las células correctamente editadas mediante la expresión del gen 

reportero Venus. 

 

o Las células corregidas y seleccionadas mediante el sistema CRISPR-Trap muestran una 

reducción de los efectos oncogénicos de BCR/ABL in vitro, disminuyendo su capacidad tumoral 

in vivo. 
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