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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

El ovario es un importante drgano femenino perteneciente al eje hipotdlamo-hipofisiario, cuya
histofisiologia sana da lugar a un ovocito preparado para ser fecundado. No obstante, el
ovario presenta distintas variaciones patologicas entre las cuales se encuentra el cancer de
ovario (CO). Esta es la octava causa de muerte por cancer en mujeres, y su etiologia, clinica,
estadificacion y tratamiento varian de forma compleja. Por desgracia, las recidivas y la
resistencia al tratamiento todavia suponen un gran reto, por lo que la comunidad cientifica
trabaja continuamente para aumentar el conocimiento en el CO. En este articulo de revision se
analiza bibliografia en la cual, mediante la herramienta de edicion génica via CRISPR/Cas y
algunas de sus variaciones, ha sido exitosa al presentar potenciales marcadores pro- y anti-
apoptoticos del CO. Asi, se prueban también distintos vehiculos de entrada del sistema de
edicion génica y herramientas sinérgicas novedosas que combinan CRISPR/Cas9 con
quimioterapia. Aunque la aplicacion de la edicion génica en humanos todavia forme parte de
un controvertido debate bioético, y CRISPR/Cas presente algunas limitaciones como
obstaculos y cortes no deseados, las presentes y futuras aplicaciones de la herramienta abren

las puertas a enormes avances tanto en la biomedicina del cancer como en otros campos.

Palabras clave: Ovario, cancer de ovario, edicion génica, CRISPR/Cas, vehiculo de entrada,

marcadores apoptdticos, tratamiento sinérgico.



2. ABREVIATURAS

Cas9: Endonucleasa asociada a CRISPR 9

CMCO: Células madre cancerigenas del ovario

CO: Cancer de ovario

COCG: Cancer de ovario de células germinales

COE: Cancer de ovario epitelial

SRY': Regién Determinante del Sexo en el Cromosoma Y

CombiGEM: Genética combinatoria en masa

COSAG: Cancer/carcinoma ovarico seroso de alto grado

crARN: ARN derivado de CRISPR

CRISPR: Repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (del
inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

CRISPRa: Activacion de CRISPR (del inglés, CRISPR Activation)

CRISPRI: Interferencia CRISPR (del inglés, CRISPR Interference)

CROP-seq: CRISPR droplet sequencing

FSH: Hormona foliculoestimulante (del inglés, Follicle-Stimulating Hormone)

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas (del inglés, Gonadotrophin-Releasing
Hormone)

LH: Hormona luteinizante (del inglés, Luteinizing Hormone)

MARN: ARN mensajero

MeSH: Titulos de temas médicos / Descriptores en ciencias de la salud

nCas9: Cas9 nickasa

PADN: ADN plasmidico

PAM: Motivo adyacente de protoespaciador (del inglés, Potospacer-Adjacent Motif)
PARPI: Inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa

pegARN: gRNA de Prime Editing

PICO: Problema/Paciente, Intervencion, Comparacion, Resultados (del inglés, Outcomes)
PtUTP-F: Nanoplataforma de transfeccion universal de platino (1V) fluorado

RA: Receptor androgénico

SgARN: ARN guia (del inglés, single-guided RNA)

tracrARN: Trans-activador de crARN

TALEN: Nucleasa efectora de tipo activador de la transcripcion (del inglés, Transcription

Activator-Like Effector Nuclease)



TEM: Transicion epitelio-mesénquima
ZFN: Nucleasa de dedos de zinc (del inglés, Zinc-Finger Nuclease)

3. INTRODUCCION

3.1. Anatomia del aparato reproductor femenino: El ovario sano.

El sexo de los seres humanos queda determinado desde el momento de la fecundacion,
dependiendo de la ausencia o presencia del gen de determinacion sexual del cromosoma Y
(gen SRY). En el caso de ausencia, no es hasta el final de la sexta semana post-fecundacion
que los ovarios primitivos se diferencian a partir de la gonada bipotente formada por una
superficie cortical y una parte interna medular. Como resultado, esta Gltima desaparece y
Unicamente queda la corteza. Ademas, la ausencia del gen SRY hace que los conductos
paramesonéfricos — o de Miller — se desarrollen y, en consecuencia, los mesonéfricos

desaparezcan?.

Los ovarios adultos se sitian flotando en la fosa ovéarica de la pelvis humana,
manteniendo su posicion gracias a los ligamentos propios del ovario, que los unen al Gtero.
Este se trata de una estructura hueca y mayormente muscular, a cuyos lados se observan dos
trompas de Falopio. El infundibulo, situado al extremo de cada trompa, se abre a la cavidad
peritoneal adyacente al ovario, para que el ovocito expulsado en el momento de la ovulacién

viaje a través de la trompa y pueda recibir al espermatozoide (Figura 1A)2.

3.2. Histofisiologia del ovario sano y foliculogénesis.
La estructura del ovario maduro es elipsoide, de unos 3 x 1,5 x 1 cm de ancho, y con una
superficie rugosa formada a causa de las pequefias cicatrices resultantes de las continuas

ovulaciones?. Histologicamente, en el parénquima del ovario se diferencian dos zonas
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Figura 1. Anatomia fundamental del aparato reproductor femenino (A) y foliculogénesis en el ovario

(B). Observese la posicion de los ovarios y la formacion del foliculo ovulatorio dentro de los mismos,

previo a la ovulacion y a la consiguiente formacion del cuerpo luteo. Elaboracion propia.



ligeramente separadas: por un lado, la médula central vascular consiste en un tejido denso y
fibroso y en un grupo variado de vasos sanguineos, tejido linfatico y tejido nervioso; por otra
parte, la corteza externa esta mayormente compuesta de foliculos germinales en desarrollo
(Figura 1B). No obstante, también pueden observarse cuerpos luteos, resultantes del foliculo

dominante post-ovulacion, tejido conectivo de soporte y algunos vasos sanguineos2,

El ciclo menstrual femenino se compone de dos fases principales: la fase folicular y la fase
lutea, separadas mediante el proceso conocido como ovulacion. Al comienzo del ciclo, un
grupo de foliculos primordiales comienzan a crecer independientemente de la accién
hormonal. La secrecion de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) desde el
hipotdlamo a la hipofisis anterior provoca la liberacion de la Hormona Foliculo-Estimulante
(FSH) y la Hormona Luteinizante (LH). Ambas hormonas facilitan el crecimiento de los
foliculos primarios y, ademas, la FSH activa la enzima aromatasa para que los andrégenos de
las células de la teca se conviertan en estrégenos en las células de la granulosa. Al aumentar
la concentracién de estrdgenos, se inhibe la actividad de la FSH y los foliculos menos
desarrollados terminan en atresia, quedando uno dominante (también conocido como foliculo
de Graaf). En él, la alta concentracion de estradiol inhibe la secrecion de FSH y estimula ain
mas la de LH, lo que optimiza la maduracion del foliculo dominante y el pico de LH (Figura
2). Horas después, se produce la ovulacion, tras lo cual la progesterona impide que otros
foliculos se desarrollen, y se forma el cuerpo Ilteo (Figura 1B). Si el ovocito liberado no es
fecundado, la inhibicién de la secrecion de las gonadotropinas desaparece, por lo que la
GnRH aumenta y comienza un nuevo ciclol.
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Figura 2. Control neuroendocrino de la foliculogénesis sobre el foliculo dominante. Elaboracion propia.

3.3. Patologias ovaricas: Cancer de ovario, su biologia y tratamientos actuales.
Si bien lo mencionado hasta ahora resume un entorno sano del ovario, existen numerosas

patologias asociadas a este, siendo la mas peligrosa y estudiada el cancer. Se trata de un



término ambiguo que engloba distintos tipos de cancer de ovario (CO), cada uno con sus
caracteristicas y etiologias diferentes.

El CO es el tercer cancer ginecolégico mas comin en el mundo, y la octava causa de
muerte por cancer en mujeres®. Los tumores formados por esta patologia se agrupan en tres
categorias principales: de células germinales, de células del estroma de los cordones sexuales

y epiteliales.

Se cree que el CO de células germinales (COCG) se produce durante el desarrollo
temprano de células germinales embrionarias y, dependiendo del momento en el que suceden
los eventos de metilacion del ADN durante la migracion de las células germinales
primordiales a la cresta genital, da lugar a distintos subtipos tales como el teratoma, el tumor
de saco de Yolk, y otros tantos. Por otro lado, el CO de células del estroma de los cordones
sexuales (COCECS) (tumores malignos) se forma a partir de distintos tipos de células
provenientes de las estromales o de las de los cordones sexuales, diferenciandose en otros
tantos tipos de tumores (Anexo 10.1). EI CO epitelial (COE) (también conocido como
carcinoma epitelial) se trata de la segunda causa de muerte de canceres ginecoldgicos, siendo
también el tipo mas comun entre los CO. De nuevo, se divide en otros tantos subtipos
principales dependiendo de su origen y caracteristicas histolégicas: tumores serosos de bajo
grado, endometrioides, mucinosos y de células claras, los cuales forman el grupo de COE
Tipo | y, por otro lado, tumores serosos de alto grado, tumores mixtos y otros tipos de
tumores malignos raros, que forman el grupo de COE Tipo 11 428,

Se describen también distintas etapas en las que este cancer se presenta (Anexo 10.2). La
estadificacién, ya sea clinica, patoldgica o terapéutica es un elemento clave para determinar el
tratamiento de la patologia, asi como para definir el prondstico de las pacientes y comparar la
informacion relacionada con la etapa en cuestion entre distintos centros. Asi, se tienen en
cuenta el tamafio del tumor, la propagacion a los nodulos linfaticos adyacentes y la metastasis
a lugares distantes para determinar etapas desde la I, en la que la neoplasia solo se encuentra
en su lugar de origen, hasta la VB, en la que se ha propagado a 6rganos externos, a la cavidad

peritoneal y/o a distintos nodulos®.

La variabilidad descrita hace ver que hay muchos origenes de la enfermedad, si bien se
sabe que tanto las hormonas como los propios procesos de inflamacién juegan un papel
importante. Se conocen también distintas alteraciones moleculares — 0 combinaciones de las

mismas — relacionadas con la aparicion de los distintos tipos y subtipos previamente descritos,



tales como FOXL2, DICER1, AKTI, Erf} o gsp para el COCECS; ARID1A, PTEN, PI3KCA,
BRCA1L, BRCA2, NOTCH, etc., para COE, y OCT4, c-kit y el cromosoma 12p para COCG.
Pax8, p53, p16, CK7 y CK20 también se observan en varios tipos de CO. Sea como fuere, son

combinaciones complejas dependientes de los mismos? 2,

A la hora de tratar esta patologia, y siempre teniendo en cuenta el estadio de la
enfermedad, situacién reproductiva de la paciente y otros aspectos, destacan dos estrategias:
los tratamientos quirdrgicos y los tratamientos farmacologicos. Por un lado, la cirugia puede
ser de citorreduccion o mutilante, mientras que la quimioterapia podria ser tanto de primera
linea como adyuvante. De cualquier manera, la variabilidad de tratamiento es igual de

compleja que la tipologia del CO>.

A pesar de que ha habido una mejoria notable respecto al tratamiento de esta enfermedad, a
dia de hoy todavia existe un numero considerable de pacientes, sobre todo si son
diagnosticadas en fases tardias de la misma, que sufren recidivas. Estas pacientes vuelven a
ser tratadas con cirugia secundaria, quimioterapia combinada o con terapia dirigida, pero sus
esperanzas de curarse disminuyen®. Ademas, la resistencia a la quimioterapia de algunos de
los tipos de CO provoca un alto grado de incertidumbre y miedo. Por dicha razoén, la
comunidad cientifica trabaja sin descanso en la lucha contra el CO estudiando diferentes
marcadores, vias de sefializacidn y variabilidad genotipica y fenotipica, con el fin de que, en

un futuro, el diagnéstico temprano y la cura definitiva sea lo que prevalezca.
3.4. Edicién génica: Fundamentos y aplicacion potencial en cancer de ovario.

La edicién génica se define como una técnica de ingenieria genémica en la cual se
introducen modificaciones especificas de locus haciendo uso de la capacidad intrinseca de la

célula para reparar el ADN.

Esta tecnologia comenzd con las Nucleasas de dedos de zinc (del inglés, Zinc-Finger
Nucleases), enzimas de restriccion quiméricas en cuyas subunidades se encuentran distintos
dominios “zinc finger” (ZF). Cada uno se compone de 28 amino&cidos, unidos a un dominio
de actividad endonucleasa Fok1 que, al estar en forma dimérica se activa y, al reconocer una
secuencia especifica de ADN, la corta (Figura 3A). Gracias a ello, se producen roturas de
doble hebra del ADN y se activa la maquinaria de reparacion celular. Las ZFN son faciles de
disefiar, ya que Unicamente se realiza un montaje combinatorio de ZFs preexistentes con
patrones de reconocimiento ya conocidos, y cada mddulo ZF reconoce 3 nucledtidos. No
obstante, su especificidad no solo depende de la secuencia de ADN diana, sino que también



puede depender de los ZF adyacentes, lo cual puede generar fragmentacion e inestabilidad
gendmicas en el caso de que se den muchas roturas inespecificas. Ademas, solo reconoce un
punto del genoma cada vez’. Por ello, se desarroll6 otro tipo de endonucleasas programables
(EP): Las nucleasas de actividad similar a activador de transcripcion (del inglés, Transcription
activator-like efector nucleases; TALEN) también son proteinas artificiales quiméricas y
modulares compuestas de un dominio de actividad endonucleasa Fok1, activa en su forma
dimérica. Por el contrario, se trata de una técnica mas segura, de coste algo mas bajo, eficiente
y especifica (Figura 3B) .. En este caso, cada modulo Ginicamente reconoce un nucleétido en
su dominio de unién al ADN, por lo que no hay interferencia de reconocimiento, incluso a
pesar de que se unan varios modulos. Si bien su especificidad es mayor, también lo es su

tamario, ya que cada médulo estd compuesto por 33 aminoécidos’.

A pesar de que dichas endonucleasas dirigidas por proteinas parecian ventajosas, su
complejidad de disefio (debian ser redisefiadas para cada secuencia de ADN diana), largos
ciclos y alto coste daban pie a una aun mas conveniente, facil de disefiar y con un coste méas

bajo. No fue hasta el afio 2012 cuando las cientificas Emmanuelle Charpentier y Jennifer A.
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(PAM), para asi romperla (Figura 3C). Su origen radica en la capacidad inmunoldgica de

algunas bacterias, como Streptococcus pyogenes, para detectar y romper ADN viral. Al

contrario de lo observado en las ZFN y las TALEN, en el sistema CRISPR/Cas9 la capacidad



de reconocimiento Unicamente depende de una modificacion en su ARN guia, y no en la
proteina, lo cual lo hace mas féacil y barato de disefiar’. Si bien es cierto que existen mas
clases y tipos de endonucleasas Cas que no necesitan ni la secuencia PAM ni el tracrARN, las
cientificas presentaron CRISPR/Cas9 como una herramienta pionera de edicion génica.
Ademas, se han observado aplicaciones mas especificas del sistema. Por un lado, se consiguid
mejorar la especificidad de corte mediante la mutacion de uno de sus dominios cataliticos, por
lo que solo se generaba el corte en una de las hebras de ADN. Esta modificacion se conoce
como Nickasa Cas9 (nCas9). A ella, se le afiadio un editor de bases que Unicamente actuaba
sobre la hebra simple de ADN y utilizando como molde la editada. Por otra parte, el sistema
Prime Editing hace uso de la fusion de una nCas9 con una retrotranscriptasa (RT) y una guia
especial (pegARN) que dirige a la nCas9 al punto del genoma en el que se encuentra la
secuencia diana y le sirve como molde a la RT al contener la edicion deseada. Como estas
tecnologias son relativamente nuevas, la comunidad cientifica trabaja en su potencial

aplicacion en biomedicina®.

Teniendo en cuenta lo ventajosa que podria llegar a ser esta revolucion biotecnoldgica, en
este trabajo se pondran de manifiesto la situacion actual en la que se encuentra en relacion con
la cura, prevencion, y/o aumento del conocimiento del CO, asi como las perspectivas futuras

e, incluso, las limitaciones bioéticas respecto a la aplicacion de la edicidn génica en humanos.

3.5.  Hipotesis

La herramienta de edicidon génica via CRISPR/Cas9 es eficaz para investigar distintos
marcadores tumorales y resistencias a ciertas quimioterapias del cancer de ovario, y su
aplicacion in vivo en humanos abre las puertas a un futuro potencialmente prometedor en la

investigacion biomédica de dicha enfermedad.

4. OBJETIVOS:

4.1. Objetivo principal
Realizar una revision sobre la situacion actual respecto a los avances en la investigacion

y/o el tratamiento del cancer de ovario mediante la edicion génica via CRISPR/Cas.

4.2.  Objetivos secundarios
= Presentar distintos marcadores tumorales de cancer de ovario que actualmente son objeto
de investigacion en edicion génica.

= Exponer los problemas actuales relacionados con la edicion génica en humanos.
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5. METODOLOGIA
5.1. Disefio

Este Trabajo de Fin de Méster se ha desarrollado siguiendo un disefio metodoldgico de una
revision bibliogréafica y, por ende, recopila, analiza y sintetiza los datos méas actualizados y
relevantes sobre el tema de estudio en cuestion para, asi, facilitar un conocimiento mas

avanzado sobre el area de investigacion que se desee tratar.

5.2.  Formulacion de la pregunta

La formulacién de la pregunta de investigacion se elabor6 mediante el método PICO
(Paciente/Problema, Intervencion, Comparacion, Resultado, del inglés Outcome): ¢ Cual es la
situacion actual respecto a la edicion génica via CRISPR/Cas con el fin de investigar o tratar
el cancer de ovario? Las pacientes son mujeres afectadas por cancer de ovario; la
intervencion es la edicion génica via CRISPR/Cas; la comparacion se basa en la aplicacion de
la edicion génica frente al control y el resultado refleja los beneficios y ampliacion del
conocimiento en el &mbito del cancer de ovario, asi como de los multiples factores que lo

producen y las resistencias a ciertos tipos de quimioterapia.

5.3. Estrategia de busqueda bibliogréfica

Se realiz6 una estrategia de busqueda bibliografica en las bases de datos y centros de
evidencia siguientes: PubMed, Science Direct y Catalogo de la Biblioteca CRAI Dulce
Chacon (Universidad Europea), desde febrero del 2023 hasta mayo del 2023, tanto en
castellano como en inglés, sobre los distintos términos de interés. Para ello, utilizaron
palabras clave mediante términos MeSH (del inglés, Medical Subject Headings) (Tabla 1).
Una vez finalizada la busqueda general, se comenz6 una mas especifica, haciendo uso de los
operadores booleanos (AND/OR/NOT), por ejemplo, “Ovary AND Cancer AND Gene
editing”. Para la busqueda sobre edicion génica, marcadores tumorales y CRISPR/Cas
unicamente se analizaron estudios publicados desde el afio 2015.

Tabla 1. Descriptores utilizados para la busqueda bibliogréafica. Elaboracion propia.

Palabra Clave: DeCS | MeSH

Ovario Ovary

Cancer Cancer, Neoplasm

Marcador Tumoral Tumor Biomarker

Edicion génica Gene Editing

CRISPR/Cas CRISPR-Cas System, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats
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5.4.  Criterios de inclusion y exclusion
o Inclusion:
= Atrticulos escritos en castellano y/o inglés que relacionen la edicidén génica via
CRISPR/Cas y el cancer de ovario.
o Exclusion:
= Articulos no disponibles.
= Trabajos de Fin de Grado o de Master.
= Tesis Doctorales.
= Articulos que relacionan la edicion génica via CRISPR/Cas con otros tipos de
cancer
= Articulos que no hagan uso de la herramienta de edicion génica CRISPR/Cas para

avanzar en el conocimiento del cancer de ovario.

5.5. Extraccién y analisis de datos
o De cada articulo se analizara, a parte de la herramienta de edicion génica:
= El objetivo: Si se analiza la metéastasis, el origen o la resistencia a los tratamientos
del CO.
= Los marcadores: Si son oncogenes 0 Si SOn genes supresores de tumores.

= Edicion génica: la herramienta aplicada, y su vehiculo de entrada en las células.

6. RESULTADOS

Mediante la estrategia de busqueda descrita previamente, se encontré un total de 105
articulos, pero Unicamente 32 de ellos se pre-seleccionaron tras la lectura de sus resumenes.
Tras su lectura, se observd que algunos articulos se repetian entre las distintas bases de datos,
por lo que dichas repeticiones se contaron como una unica. Por lo tanto, y descartando
tambien los articulos que no hacian uso de la herramienta CRISPR/Cas para avanzar en la
investigacion del CO, en total se escogieron 16 articulos (Tabla 2).

A continuacion, se clasifican y sintetizan los resultados dependiendo del objetivo del
analisis, de la naturaleza de los genes analizados y del vehiculo de entrada para que se diera la

edicion génica (Figura 4).
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Figura 4. Estrategia de clasificacion de los resultados obtenidos. Elaboracion propia.

6.1. Segun el objetivo del analisis

a) Marcadores metastasicos:

La gran mayoria de los articulos analizados trat6 de identificar genes implicados en la
proliferacion, migracion e invasion del CO, ya sea activandola o inhibiéndolat® 1% 12. 13 14, 15
16,11, 18 Ademas, varios de los articulos se centraron en marcadores metastasicos del
Carcinoma Seroso de Alto Grado (COSAG), ya que se trata del tipo de CO mas agresivo y
letal. Tanto el equipo de Walton como el de Léhmussaar analizaron el gen Trp53, un gen
murino homologo al Tp53 humano, cuyas mutaciones se encuentran en practicamente todos
los caso de COSAGI® 12 Ambos grupos silenciaron mediante CRISPR/Cas9 el gen en
modelos de raton y obtuvieron lineas celulares de COSAG. Walton también silencié Brca2, y
observo que las células cancerigenas proliferaban mas rapido que las dobles mutantes Trp537
/Brca2”1% Por otro lado, el equipo de L6hmussaar, mediante el silenciamiento
complementario de otros genes tales como Brcal, Nfl y Pten, observo que la mayoria de los
COSAG se originaban en las Trompas de Falopio, con distinto comportamiento a los

originados en la corteza externa del ovario?.

Dos de los articulos fijaron su atencién en las células madre cancerigenas del ovario
(CMCO) debido a su capacidad de regeneracion y resistencia a los tratamientos. Si bien ya se
conocen ciertos marcadores de CMCO, los mecanismos por los que se auto-renuevan todavia
son objeto de estudiot! 2, Mediante CRISPR/Cas9, el equipo de Karmakar consiguid silenciar
hPaf1/PD2 y observ6 una disminucion significativa del porcentaje de CMCO, pudiéndose asi

tratar de una futura diana terapéutica para evitar recidivasl. Ling et al., por otro lado,
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observaron mediante un modelo celular murino que Nanog se sobre-expresaba en células de
CO, y que su expresion podria ser promovida mediante el receptor de androgenos (RA), el

cual podria tratarse de un oncogén en este tipo de patologias®2.

Por ultimo, los equipos de Ji, He, Sheta, Liu y Chehade determinaron que MTF1, DNMT1,
GALNT3/T6, ATAD2 y MNRR1 se sobre-expresaban en CO, respectivamente, por lo que
silenciarlos mediante CRISPR/Cas9 disminuirian las tasas de proliferacion de células
metastasicas, con la consecutiva reduccion de los potenciales oncogénicos del CO vy, por lo
tanto, un aumento en las tasas de supervivencia y disminucion en las tasas de recidiva 1 4 1>
18,20 por el contrario, los equipos de Li y Xu determinaron que el silenciamiento mediante
edicion génica de IL20RA e ITK, respectivamente, aumentaba la proliferacion de las células

metastasicas 18 17,

b) Origen del CO:

La transicion epitelio-mesénquima (TEM) se trata de un proceso biolégico crucial en los
distintos tipos de cancer, en el que las células pierden su polaridad y sus uniones célula-célula,
adquiriendo asi propiedades migratorias e invasivas. Por primera vez, Ji et al. identificaron en
2018 que el gen MTF1 contribuia al CO, ya que hasta el momento solo se conocia su funcién
como factor promotor de la supervivencia celular. Observaron que MTF1 se sobre-expresaba
en CO, y que su pérdida provocaba una inhibicion de la TEM vy de la proliferacién de las

células de esta patologial®.

Por otra parte, el COSAG es el CO mas letal conocido ya que, a la hora de ser
diagnosticado, suele ser en estadios tardios. Tal y como se ha presentado en el grupo a) del
apartado, el equipo de Lohmussaar no solo analizo la metastasis en esta patologia, sino que
también determind su origen en las Trompas de Falopio y observd un comportamiento

diferente al originado en la corteza ovérica external’,

c) Combinacion y/o resistencia al tratamiento:

Cinco de los articulos analizaron genes de forma combinada2t 22 23 24 2 | 3 técnica
Combi-GEM-CRISPR (del inglés, Combinational Genetics En Masse CRISPR) permitio
analizar simultaneamente combinaciones de alteraciones genéticas especificas para observar
de qué manera dichas variaciones genéticas o epigenéticas daban forma a los distintos
fenotipos neoplésicos. De hecho, resultd que la inhibicion combinada de KDM4C/BRD4 y
KDMG6B/BRD4 redujo el crecimiento tumoral en COZ. En 2018, el equipo de He presento al

mundo la segunda version de la herramienta, CombiGEM-CRISPR v.2.0, con la que se
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analiz6 el crecimiento tumoral mediante la administracion sinérgica de los medicamentos
Olaparib, AZA, Seliciclib y Sirolimus, y la coadministracion del Guadecitabine vy
Talazoparib, que también era capaz de suprimir el crecimiento tumoral en la enfermedad.

Ademas, pudieron aplicar otras combinaciones terapéuticas contra otros tipos de patologias?.

El equipo de lyer realizO cambios muy similares a los de Ldhmussaar en ratones:
desarroll6 un modelo murino con el fenotipo del COSAG mediante el silenciamiento
combinado de Trp53, Brcal, Pten y Nfl. Ademas, generaron otras modificaciones genotipicas
como la sobreexpresion de Myc, esta vez con el fin de generar el COSAG y asi poder
identificar la folistatina como causante de la resistencia a inhibidores de puntos de control

inmunitario, los cuales ayudan a los linfocitos a destruir células cancerosasZ.

Hace dos afios, el equipo de Lu consigui6 de forma pionera transfectar de forma sinérgica
la herramienta CRISPR/dCas9 acompafiado de tratamientos quimioterapéuticos.
CRISPR/dCas9 se diferencia de CRISPR/Cas9 en que los dominios de corte quedan
inactivados, por lo que es capaz de regular la expresion de los genes mediante cambios
provisionales en el genoma. El equipo consiguio6 activar la expresion de CT45, un antigeno
cuya expresion se relacion6 directamente con una mayor sensibilidad a la quimioterapia
basada en platino Pt(Il). Por lo tanto, iniciaron una estrategia novedosa para el tratamiento

sinérgico e individualizado que podria tratar el CO mediante edicion génica y quimioterapia®*.

El afio pasado, el equipo de Coelho probd por primera vez la funcion de mas de 30 genes
relacionados tanto con el fitness celular como con la respuesta a los inhibidores de la enzima
poli ADP ribosa polimerasa (PARPI). Estos ultimos provocan la apoptosis de las células
cuando estas sufren de una deficiencia en la reparacion homologa del ADN. El equipo insistid
en el estudio del fitness celular para tomar la decision clinica adecuada, sobre todo en los

casos en los que se desconoce si hay o no resistencia al platino?.

Por Ultimo, cabe mencionar que los articulos publicado por los equipos de Walton,
Karmakar y He también tratan este tema, por lo que su objetivo de analisis esta repartido a
partes iguales entre el grupo a) y el ¢) de este apartadol® 1120,
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6.2. Segun la naturaleza de los genes:

a) Oncogenes:

Son distintos los genes que se han visto relacionados con la activacion y/o aumento en la
velocidad tumoral/metastasica. Entre ellos se encuentran la combinacion KDM4C/BRD4 y
KDM6B/BRD42L, hPaf1il, Nanog promovido por RAZ MTF13 DNMT12, GALNT3/T64,
ATAD2E, MNRR1%, El silenciamiento de estos mediante edicion génica via CRISPR/Cas9
ha resultado en la disminucién en la proliferacion de las células de CO.

b) Genes supresores de tumores:

Por el contrario, el silenciamiento de otros genes tales como P53, Brcall®, Nf11®, Pten??,
IL20RA e ITKY. han mostrado un aumento en la proliferacion. Por lo tanto, se les podria
considerar genes supresores de tumores. La baja expresion de CT45 también se relaciona con
una menor tasa de supervivencia en pacientes con CO, pero en este caso es a causa de una

mayor sensibilidad a tratamientos quimioterapicos basados en el platino Pt(11)%.

6.3.  Segun el vehiculo de entrada

a) Lentivirus:

La mayoria de los autores se decantd por este vehiculo para la edicién génica con
CRISPR/Cas9. El lentivirus es un tipo de retrovirus con una capacidad de 10 kb de carga que
es capaz de infectar tanto células en division como quiescentes (Figura 5A) 2. Los distintos
grupos que se decantaron por el lentivirus como vehiculo de entrada de CRISPR/Cas9
realizaron tres rondas de seleccion, inyectandoles a los ratones las células metastasicas,
sacrificandolos unos dias después, aislando de éstos dichas células, volviéndolas a inyectar en
otro raton... hasta completar las tres rondas. Ji et al., dirigid una nickasa lentiviral de
CRISPR/Cas9 a su secuencia diana®. El equipo de Liu generd lentivirus a partir de células
293T co-transfectadas, mediante Lipofectamine 3000, de dos plasmidos recombinados de
lentiCRISPRV2%, Tanto Li et al. como Xu et al. y Wong et al. generaron lentivirus con la
biblioteca GeCKO v2 de humano y los infectaron en las células dianal® - 2L |os equipos de
Zhou y el de Coelho, por otro lado, dirigieron de manera eficiente la biblioteca de gRNA por

parejas mediante lentivirus? 2,

b) Plasmidos
El ADN plasmidico (pADN) no se degrada con facilidad, puede ser amplificado en grandes
cantidades y puede ser facilmente modificado. Por ello, un nimero de articulos parecido a los

que se decantaron por lentivirus, pero algo menor, hicieron uso de esta herramienta para
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dirigir CRISPR/Cas9. La entrada del pADN a la célula diana puede darse tanto mediante
métodos quimicos (el pADN desnudo o en liposomas) como mediante métodos fisicos (por
microinyeccion o electroporacion). Una vez el plasmido entra en la célula, penetra en el
nicleo y mediante sefiales de localizacion celular, comienza la transcripcion del ARN
mensajero (MARN) que codificara la endonucleasa Cas9 y el sJARN (Figura 5B)3 12 18 26
Los equipos de Walton, Karmakar, Sheta, Chehade e lyer editaron los genes de interés de sus
trabajos con la herramienta CRISPR/Cas9 en pDNA, haciendo uso de sus respectivos sistemas
de transfeccion recomendados por los fabricantes 111141823 1| ing et al. y Liu et al., por otra
parte, hicieron uso de un plasmido dentro de una cépsula de lentivirus, por lo que sus articulos

podrian estar también en el grupo anteriort2 13,

c) Liposomas cationicos o componentes lipidicos

Los liposomas catidnicos llevan décadas siendo utilizados como herramienta para la
transfeccion del ADN vy para insercion de medicamentos en la célula diana. Ademas, las
nanoparticulas lipidicas se consideran una potencial herramienta para que el sistema
CRISPR/Cas9 penetre en la célula, ya que no constan de una bicapa lipidica continua y de un
centro acuoso, sino que estdn mayormente compuestas de componentes lipidicos tales como
fosfolipidos naturales, colesterol y polietilenglicol (Figura 5C) 2. El equipo de He consiguid
transfectar las células diana con un liposoma cationico no-viral, en cuyo interior se encontraba
el plasmido con la informacion necesaria para la co-expresion de Cas9 y del gRNAZ. Por otro
lado, el equipo de Lohmussar integré el gRNA en sus células diana mediante componentes

lipidicos®®.

d) Nanoparticulas poliméricas

De los 16 articulos analizados, el del equipo de Lu en 2021 fue el Gnico que hizo uso de
una nueva técnica para insertar en la célula no solo el sistema CRISPR/dCas9, sino también el
tratamiento quimioterapéutico necesario. Lo presentd como una novedosa estrategia que
combinaba la terapia génica con quimioterapia, de forma sinérgica e individualizada contra el
CO de, incluso, mayor capacidad de transfeccién que la herramienta Lipofectamine 6000
(Figura 5D) 2,

Bz = ™
Ty e _' ‘ Plasmido

(B), componentes lipidicos (C) y nanoparticulas poliméricas (D). Adaptado de Li et al.® (A, C) y
Lu et al.2 (D). Elaboracién propia (B).
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Tabla 2. Resumen de los resultados obtenidos tras la basqueda manual. Resultados en orden cronolégico. Elaboracién propia.

Referencia Gen Vehiculo  Conclusiones
. ePérdida de p53 aumenta el crecimiento de tumores
CRISPR/ Cas9—Med|ated_Trp53 and Brca2 K.nOCK.OUt o Trp53 P-OUT-R  ortotopicos de Carcinoma seroso de alto grado.
Generate Improved Murine Models of Ovarian High-Grade Brea2 o Células Tro53" Brea2™- ¢ imient
Serous Carcinoma (Walton et al., 2016) 12 . P -~ reac™ presentan menor crecimiento que
las células Trp53™.
eEl uso de la tecnologia CombiGEM-CRISPR puede
Multiplexed barcoded CRISPR-Cas screening enabled by KDM4C L-OUT-H acelt_erar la identificacion de nuevas combinaciones de
CombiGEM (Wong et al., 2016) 2 KDMEB medicamentos.
! BRD4 e Inhibicion combinada  de KDM4C/BRD4 y
KDM6B/BRD4 reduce el crecimiento tumoral en CO.
hPaf1/PD2 interacts with OCT3/4 to promote self-renewal hPafll o Sty ° hPafl se sobre-expresa en CMCO: podria tratarse de una
of ovarian cancer stem cells (Karmakar et al., 2017) 1 PD2 diana terapéutica para evitar recidivas.
Nanog interaction with the androgen receptor signaling axis P-OUT-H- °* Nanog se sobre-expresa en células del CO.
induce ovarian cancer stem cell regulation: studies based on ~ Nanog IN-R eRA podria tratarse de un oncogén promoviendo la
the CRISPR/Cas9 system (Ling et al., 2018)%2 expresion de Nanog en las CMCO.
A  Three-Way Combinatorial CRISPR Screen for RFP L-OUT-H- e La tecnologia CombiGEM-CRISPR v.2.0 también analiza
Analyzing Interactions among Druggable Targets (Zhou et GFP IN-R las interacciones por parejas de los genes diana y mejorar
al., 2018) 2 BFP la proteccién frente a otros fenotipos patoldgicos.
e MTF1 se sobre-expresa en el CO y se asocia con baja
Knockout of MTF1 Inhibits the Epithelial to Mesenchymal MTEL L-OUT-H supervivencia y alta tasa de recidivas.
Transition in Ovarian Cancer Cells (Ji et al., 2018) 12 e Pérdida de MTF1 aumenta la expresion de KLF4, inhibe
TEM y proliferacion en CO.
. P_LC- elLa inactivacion de DNMT1 mediante liposomas
In Vivo Ovarian Cancer Gene Therapy Using CRISPR- DNMT1 OUT- H- cationicos induce la necrosis en células de CO, ya sea en
20 . . .
Cas9 (He et al., 2018) £ IN-R tumores sensibles al Paclixatel como los resistentes al
mismo.
The polypeptide GALNT6 Displays Redundant Functions e El doble silenciamiento de GALNT3/T6 podria reducir los
upon Suppression of its Closest Homolog GALNT3 in GALNT3 P-OUT-H-  potenciales oncogénicos en COE.
Mediating Aberrant O-Glycosylation, Associated with GALNT®6 IN-R e Inhibidores combinados de GALNT3 y T6 podrian ser de
Ovarian Cancer Progression (Sheta et al., 2019) 1 gran valor para crear nuevos tratamientos contra el COE.
Assessing the origin of high-grade serous ovarian cancer Trp53 CL-OUT- e Silenciamientos en Trp53, Brcal, Nfl y Pten muestran


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7253462/
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using CRISPR-modification of mouse organoids
(Lohmussaar et al., 2020) 12

ATAD?2 predicts poor outcomes in patients with ovarian
cancer and is a marker of proliferation (Liu et al., 2020) 1

A systematic CRISPR screen reveals an IL-20/IL20RA-
mediated immune crosstalk to prevent the ovarian cancer
metastasis (Li et al., 2021) 1

Cytotoxic lymphocytes-related gene ITK from a systematic
CRISPR screen could predict prognosis of ovarian cancer
patients with distant metastasis (Xu et al., 2021)

Genetically Defined Syngeneic Mouse Models of Ovarian
cancer as Tools for the Discovery of combination
immunotherapy (lyer et al., 2021) 2

Reduction-Sensitive Fluorinated-Pt(IV) Universal
Transfection Nanoplatform Facilitating CT45-Targeted
CRISPR/dCas9 Activation for Synergistic and
Individualized Treatment of Ovarian Cancer (Lu et al.,
2021) #

Overlapping gene dependencies for PARP inhibitors and
carboplatin response identified by functional CRISPR-Cas9
screening in ovarian cancer (Coelho et al., 2022) £

MNRRL1 is a driver of ovarian cancer progression (Chehade
etal., 2023) 18

Brcal
Nfl
Pten

ATAD2

IL20RA

ITK

FST

CT45

ATM
MuUS81
NBN
Brca2
RAD51B
CDK12

MNRR1

R-IN-R-
OUT-H

L-OUT-H

L-OUT-H-
IN-R

L-OUT-H-
IN-R

P-OUT-H-
IN-R

NP-OUT-
R-IN-R

L-OUT-H

P-OUT-
R/H-IN-R

que la mayoria de los COSAG se originan en las Trompas
de Falopio, con un comportamiento diferente a los
COSAG originados en la corteza externa ovarica.
e Delecion de ATAD2 disminuye la tasa de proliferacion de
celulas de CO.
e ATAD2 podria utilizarse como marcador tumoral
diagnostico en CO primarios
o IL20RA parece ser un supresor de la metéstasis
transcelémica en CO, en la que se ha perdido IL-18
maduro.
o |[L-18 recombinante podria suprimir la metastasis de CO
deficiente en IL20RA.

¢ ITK podria ser un supresor tumoral en el CO, con
importante relacion expresion/pronostico de los pacientes
¢ ITK también podria formar parte de la funcién inmune.

e El gen codificante de la folistatina (FST) podria ser un
marcador del bloqueo a los puntos de control
inmunitarios.
¢ CRISPR/dCas9 tiene los dominios con actividad nucleasa
inactivados, por lo que es dirigido al ADN diana sin
cortarlo.
el a técnica PtUTP-F puede inducir la expresion de CT45
mediante CRISPR/dCas9 y asi aumentar la sensibilidad a
tratamientos antineoplasicos basados en Pt(Il).

e L os efectos potenciales sobre el fitness celular causados
por la edicion génica y los PARPI podrian resultar en una
malinterpretacion de los resultados.

e CDK12 es una diana terapéutica potencial en COE.

e MNRR1 es una proteina de expresion heter6loga: su
funcion mejora la respiracion mitocondrial, pero también
evita el proceso pro-apoptotico.

e Silenciar MNRR1 puede atrasar la metéstasis del CO.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7253462/

Abreviaturas:

IN: In vivo

OUT: In vitro

P: Plasmido

L: Lentivirus

CL: Componente lipidico

LC: Liposoma cationico

NP: Nanoparticulas poliméricas

En resumen, en este trabajo se han expuesto dieciséis articulos, publicados desde el afio
2016, que relacionan la edicion genica via CRISPR/Cas9 (y sus diversas aplicaciones) con el
tratamiento, cura potencial y/o aumento del conocimiento del cancer de ovario, una de las
patologias ginecologo-oncoldgicas mas letales. Para ello, en los articulos se ha aplicado dicha
herramienta con el objetivo de disminuir, silenciar, promover o aumentar la expresion de
genes, observando como resultado un cambio en los sujetos de estudio. De toda la
informacidn que se presentaba en los articulos, éstos se han clasificado y analizado segun el
objetivo de su analisis — si trataban de estudiar marcadores metastasicos, el origen de la
patologia o la combinacidn y/o resistencia a tratamientos antineoplasicos-, segun la naturaleza
de los genes -si se trataba de oncogenes o de genes supresores de tumores-, y segun el
vehiculo de entrada de la herramienta de edicion génica a las células, tanto humanas (in vitro)

como de raton (in vivo e in vitro).

7. ARGUMENTACION CRITICA

Los dieciséis articulos analizados han tratado marcadores relacionados con el CO,
poniendo de manifiesto que la ciencia todavia trabaja sin descanso en conocer mas sobre él
tanto a nivel molecular como anatémico. Los autores se han mostrado exitosos y con grandes
expectativas de futuro en la investigacion biomédica de este cancer. Ademas, se han analizado
distintos vehiculos de entrada de la herramienta de edicion, mostrando de la misma forma que
existen diversos protocolos efectivos para alcanzar su objetivo.

Por el contrario, no se han expuesto las desventajas de cada técnica, ni se ha relacionado la
edicion genica con la fertilidad, problema al que las pacientes oncologicas ya se enfrentan.
Ling si que explica, por ejemplo, que la sobreexpresion de Nanog estaria promovida por el
RA, lo que llevaria a reevaluar la terapia de CMCO desde una perspectiva hormonal2,
Ademas, a pesar de que la utilizaciébn de CRISPR/Cas9 para curar el CO parezca algo
verdaderamente conveniente, en los articulos tampoco se ha mencionado la controvertida

bioética relacionada con la aplicacion de la edicion génica en humanos. Por ello, a
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continuacién, se presenta la discusion respecto a los aspectos mencionados (y no

mencionados) en los articulos.

7.1.  Manejo clinico del cancer de ovario

Debido a que la investigacion hasta ahora predomina en ratones, es necesario ver hasta qué
punto la edicion génica relacionada con el CO podria ser capaz de promover un avance
cientifico beneficioso en humanos?.. El término genérico “cancer de ovario” esconde una gran
variabilidad de tipos histoldgica y molecularmente diferentes, lo cual explica la necesidad de
aplicar distintos tipos de tratamientos. No obstante, la resistencia a la quimioterapia, asi como
las recidivas, siguen siendo uno de los retos a los que la oncologia se enfrenta hoy en dia®.
Existen varios tipos de respuesta a la quimioterapia en el cancer de ovario: Céancer sensible al
platino, cancer resistente al platino, cancer persistente y cancer refractario?. Se menciona,
incluso, que las CMCO presentan un papel importante en la progresion y metastasis de este
tipo de cancer?. Por ello, se trata continuamente de identificar, diagnosticar, tratar y prevenir
las enfermedades neoplasicas, o simplemente, nuevas formas de tratamiento que produzcan

menos efectos secundarios.

Entre los marcadores metastésicos analizados, no se ha encontrado ninguna coincidencia
con los expuestos en The Human Protein Atlas, pero si con los patrones
genéticos/moleculares expuestos en el articulo de Del Pozo®, lo cual no es un resultado
desfavorable. De hecho, a pesar de que en dicha plataforma se exponen numerosos genes de
pronostico tanto favorable como desfavorable del CO (Anexo 10.3), los analizados en los
articulos son potenciales marcadores, necesitando de distintos ensayos clinicos para formar
parte de la lista. Ademas, tal y como se ha expuesto en la Introduccion, ha habido
coincidencia con alteraciones ya conocidas en genes, tales como Tp53, Brcal-2 y Pten, entre
otros®, lo cual sugiere que los resultados analizados van por un camino prometedor. Por
ultimo, un estudio de hace 4 afios estimd que, al mes, se publicaban unos 60 genes supresores
de tumores de distintos tipos de cancer, y que algunos oncogenes en CO funcionaban como
genes supresores de tumores en otros tipos de cancer?. Esto, por lo tanto, demuestra la
necesidad de estudiar en mayor profundidad los potenciales marcadores de los 16 articulos

analizados.

7.2. Desventajas de CRISPR/Cas9: Obstaculos y cortes no deseados

A pesar del potencial demostrado por este sistema en edicion génica, también existen

limitaciones que aseguran la necesidad de investigacion y mejora del mismo. Existen distintos
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obstaculos que CRISPR/Cas9 podria encontrarse en su camino desde la inoculacion in vivo a
la secuencia diana: desde la degradacion, opsonizacion, fagocitosis del vehiculo y fallo en la
extravasacion del capilar sanguineo, aprisionamiento en la matriz extracelular o
confinamiento local en el exterior celular, hasta el fallo en la liberacion intracelular del
vehiculo y sintesis de los componentes en el citoplasma o, incluso, dificultad a la hora de

encontrar la secuencia diana’ 2.

La entrada del vehiculo es, en efecto, un proceso considerablemente tedioso. Ademas,
existen distintas posibilidades de incluir los componentes del sistema de edicion. Si bien la
entrada de la ribonucleoproteina gARN/Cas9 parece lo mas sensato, introducir directamente
una molécula tan grande a través de la membrana celular podria suponer un gran reto. Por
ello, su introduccién es posible ya sea mediante ADN o mARN, para que asi resulte en la
expresion de la proteina dentro de la propia célula diana. Los vehiculos de entrada también
presentan tanto ventajas como desventajas: los vectores lentivirales tienen una eficiencia de
entrada alta y menor inmunogenicidad que otros vehiculos virales, pero se integran de forma
aleatoria en el genoma y la probabilidad de que sucedan cortes no deseados aumenta. Los
liposomas/componentes lipidicos son sencillos de disefiar, seguros y con una gran capacidad
de carga. Por el contrario, son facilmente digeridos por el higado. Las nanoparticulas
poliméricas también se transforman de manera sencilla y su liberacién es controlable. No
obstante, el constructo polimérico de carga no es fécil de elaborar, y su aplicacion es muy

limitada 2 £,

Por otro lado, si bien lo méas probable es que, una vez en el nicleo, CRISPR/Cas9
encuentre la secuencia diana y edite el locus de interés, los cortes no deseados (conocidos
como off-targets) en secuencias del genoma diferentes a la secuencia diana todavia mantienen
a la comunidad cientifica ocupada, ya que se tratan de la principal preocupacion a la hora de
relacionar CRISPR con aplicaciones terapéuticas®. La secuencia PAM puede ser una de las
razones de los cortes off-target induciendo la ruptura de secuencias de ADN que no son
completamente complementarias. Ademas, muchos de los otros efectos off-target se deben a
la expresion sostenida de Cas9 en las células, lo cual podria potenciar la insercion de otras
mutaciones. Los efectos off-target, por ultimo, podrian incluso generar multiples variantes
alélicas tras el corte, algo que podria acarrear consecuencias desde inocuas hasta
catastroficas?.
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7.3.  Edicion genica: Aplicaciones presentes y futuras de CRISPR

Actualmente existen distintos ensayos clinicos que aplican la herramienta en humanos,
especialmente relacionados con ciertas condiciones genéticas hereditarias, tales como la
hemofilia, la anemia de células falciformes y la beta-talasemia, asi como en el caso de la
amiloidosis cardiaca por transtirretina, la amaurosis congénita de Leber y la anemia
perniciosa, entre otras®. Todos ellos estan disefiados para editar células o tejidos especificos
sin afectar a células germinales 2. Ademas, a pesar de que algunas de las enfermedades
humanas pueden tratarse mediante modificaciones génicas in vivo, la gran mayoria requeriran
la entrada de Cas9 y del gRNA, por lo que se necesitan métodos que aseguren dicha entrada

especifica y eficiente al drgano, tejido y/o células diana’.

Asimismo, la inactivacion de un gen deletéreo puede no ser suficiente para suprimir su
efecto patoldgico?®. Por ello, al relacionar la edicion génica con patologias tan complejas
como el CO, se necesitan maquinarias incluso mas avanzadas que le doten a Cas9 de nuevas
funciones. A partir del sistema CRISPR original, se han desarrollado otros sistemas como
CRISPR/dCas9, cuyo potencial efecto off-target es menos peligroso que el causado por una

rotura no deseada de doble hebra?.

CRISPR/dCas9 presenta sus propios derivados reversibles, tales como CRISPR Activation
(CRISPRa), el cual se trata de una sobreexpresion transcripcional de genes enddgenos
mediante el reclutamiento mediado por dCas9 de dominios de activacion transcripcional
(Figura 6A), o CRISPR Interference (CRISPRI), el cual reprime la transcripcion sin romper el

ADN, por lo que se evita la toxicidad relacionada con la ruptura del mismo (Figura 6B)%.

Por otro lado, el sistema de screening Combi-GEM-CRISPR, es una maquinaria capaz de
analizar paralelamente combinaciones de alteraciones genéticas especificas con el fin de
observar como dichas variaciones genéticas o epigenéticas dan forma a los distintos fenotipos
neoplasicos. De hecho, el equipo que la disefi6 trabajo con pares de genes capaces de inhibir
la proliferacion celular en el CO, presentando este sistema al mundo como un avance
potencial en el estudio de los distintos fenotipos y, asi, distintas combinaciones de

medicamentos y resistencia a los mismos, de una variedad de enfermedades humanas®.

Si bien lo mencionado previamente es ventajoso en enfermedades multifactoriales,
numerosas enfermedades genéticas estan causadas por mutaciones en un unico gen, por lo que
su tratamiento a nivel génico no consistiria en cortar la hebra de ADN, sino en reemplazar la

base nucleotidica mutada por la original. Para ello, existen herramientas de Edicion de Bases
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(del inglés, Base Editing) capaces de provocar una sustitucion nucleotidica, mediante la
accion de citidinas deaminasas (que convierten la citosina (C) en uracilo (U), que se
reemplaza por timina (T) en el nacleo, resultando en una sustitucion a timina-adenina (T-A))
(Figura 6C) o la de las adeninas deaminasas, que catalizan la conversion de la adenina (A) a

ionsina (1), resultando asi en la conversion de A-T a G-C (Figura 6C).

Las herramientas de Edicion de Bases, contrariamente, presentan una importante
desventaja: no producen ni inserciones ni deleciones. Por ello, se ha desarrollado una
herramienta conocida como Prime Editing que es capaz de realizar diversos cambios en el
ADN tales como transiciones, transversiones, deleciones, inserciones... Esta herramienta
convierte la Cas9 en la nickasa nCas9, de actividad endonucleasa con corte en una sola hebra
de ADN. Asi, con ayuda de la Transcriptasa inversa, se genera la hebra editada (Figura 6D)%.
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Figura 6: Aplicaciones de CRISPR. A) CRISPRa. B) CRISPRI. C) Base Editing. D) Prime Editing.
Adaptados de Li et al., 2023%.

Si bien el futuro de la edicion génica via CRISPR/Cas9 es prometedor, el campo ya se
enfrenta de forma exitosa a los retos que su aplicacién ex vivo conllevan: desde la dificultad
en la produccion de células editadas para cada uno de los pacientes como las limitaciones
logisticas del transplante de dichas células en los érganos y el gran coste que ello puede
acarrear. La aplicacién in vivo de CRISPR/Cas9 evitaria, al menos, los dos primeros,
convirtiendo la edicién génica en un punto de inflexion2. En los proximos diez afios, se espera
que la investigacion y aplicacion de la edicidn génica continle avanzando y se combine con la

tecnologia de Machine Learning, de imagen de células vivas e, incluso, una secuenciacion del
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ADN mas répida y barata. Se aplicaran las plataformas de CRISPR hasta ahora investigadas
con impacto en el dia a dia, aumentando el nimero de estudios clinicos. Quizas, el futuro de
CRISPR estaréa relacionado con la proteccion de la salud, convirtiéndose, por ejemplo, en un
profilactico contra enfermedades neurodegenerativas o cardiovasculares. En agricultura, los
productos generados mediante CRISPR tales como los 6rganos porcinos para su transplante

en humanos o arroz resistente a sequias podrian ser parte de la rutina®.

7.4. Bioética

7.4.1. Aplicacion de la edicién génica en humanos.

Otro tema a tratar es, en esencia, la bioética relacionada con la edicion génica en humanos.
Hoy en dia todavia se debate sobre los retos cientificos y técnicos que estas nuevas
tecnologias afrontarian, asi como sobre las consecuencias inciertas que tiene romper ambas
hebras del ADNZ, Otra de las razones por las que la edicion génica en humanos es tan
debatida es la Mejora de la Raza. Si bien estos términos han sido conocidos a lo largo de la
historia, es ahora cuando la ciencia podria ser capaz de hacerlo realidad. Lo que en un
principio podria parecer inocuo, una solucion frente a enfermedades hereditarias, no se aleja
tanto de la idea de poder elegir, a gusto de cada uno, ciertos fenotipos que se consideren

“superiores”2,

Por otro lado, actualmente, modificar voluntariamente el genoma humano en linea
germinal/embrionaria es ilegal a nivel mundial, si bien el debate estd sobre la mesa?’. De
hecho, en un principio, parece beneficioso poder eliminar la posibilidad de padecer
determinadas enfermedades hereditarias graves. Sin embargo, para poder editar el genoma de
los embriones se necesitan unas condiciones y plataformas eficaces y seguras que garanticen

la seguridad de los mismos, y que aseguren que no terminaran dafiandolos.

7.4.2. Edicion génica como Técnica de Reproduccion Asistida

Tal y como se ha comentado, los estudios clinicos actuales de CRISPR en humanos no
afectan a células germinales, pero la idea de que lo hagan, o que pueda aplicarse esta
herramienta de edicion génica en ellas 0 en embriones, ya estd sobre la mesa. Las pacientes
oncoldgicas se enfrentan a problemas relacionados con la infertilidad post-quimioterapia.
Ademas, al tratarse de un cancer perteneciente al sistema reproductor, muchas de ellas son
tratadas con ooforectomias, por lo que terminan sin uno o ambos ovarios. Si bien se les ofrece
la posibilidad de vitrificar sus ovocitos previos al tratamiento, nadie les puede asegurar que no

se trate de células afectadas por el cancer, o portadoras del mismo o de alguna otra
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enfermedad. En ese caso, la edicién génica aplicada a los embriones generados a partir de
dichos ovocitos podria resultar de gran utilidad.

A pesar de que la experimentacion con embriones animales es algo que ya es una realidad,
el numero de articulos sobre la edicion génica de embriones humanos es muy bajo,
mayormente debido al bajo numero de embriones donados con fines de investigacion en
CRISPR. Ademas, muchos paises prohiben la creacion de embriones para uso exclusivo en

investigacion, y muchos otros regulan muy estrictamente su uso?.

Existen argumentos a favor y en contra respecto a la edicion de la linea germinal. Por un
lado, las personas con argumentos en contra ponen de manifiesto sus preocupaciones por los
problemas técnicos y éticos asociados a estas tecnologias. Ademas, exponen la existencia de
una desigualdad econdmica en el acceso a las mismas2’. Por ultimo, creen que las tecnologias
de edicidn génica no respetarian la autonomia del futuro bebé, ya que seria imposible obtener

su consentimiento informadoZ.

Contrariamente, los argumentos a favor de estas tecnologias no solo refutan los
argumentos en contra, sino que exponen nuevas ideas. Respondiendo al punto en contra
relacionado con el consentimiento informado por parte del futuro bebé, las personas que se
encuentran a favor de la aplicacion génica en embriones humanos ponen de manifiesto que los
embriones sometidos a Diagndstico Genético Pre-implantacional (DGP) tampoco firman un
consentimiento informado, y no es algo que haya evitado el uso de la técnica. Ademas, con el
uso de la edicién génica se permitiria la correccién de embriones con mutaciones para su
posterior transferencia en el Utero, pudiendo hasta eliminar completamente ciertas
enfermedades familiares. Como la técnica ofrece la oportunidad de editar diferentes loci al
mismo tiempo, podrian curarse enfermedades poligénicas o incluso reducirse la sensibilidad a
enfermedades multifactoriales. Por Gltimo, defienden su uso en casos en los que la pareja ya
tienen un nifio enfermo que necesita un trasplante, ya que podria generarse un embrién

completamente compatible con su hermano?,

Si bien para determinar qué embriones habrian de ser modificados genéticamente, estos
tendrian que ser analizados mediante DGP. ElI mejor momento para editar su genoma y evitar
mosaicismo tendria que ser en estado de zigoto, por lo que los embriones tendrian que
editarse a ciegas, previos a ser analizados con DGPZ, Esta falta de coherencia, en efecto, es

una de las cuestiones que se debaten todavia.
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El primer caso de modificacion génica embrionaria de naturaleza clinica sucedio hace 5
afios en China. En noviembre del 2018, el cientifico He Jiankui presenté al mundo, en la
Segunda Cumbre Internacional sobre la edicion genética en humanos, las primeras mellizas
resultantes de la aplicacion de CRISPR a nivel embrionario, nacidas a partir de una
fecundacion in vitro. El investigador hubo transferido los embriones de estas nifas,
previamente modificados genéticamente mediante CRISPR, a mujeres; engafiandolas tanto a
ellas y a sus parejas como a los ginecologos encargados de las transferencias. Al primer grupo
les asegurd que se trataba del Unico tratamiento posible y, al segundo, no les comenté que
habian sido genéticamente editados. Ademas, el experimento de edicidén génica ni siquiera
obtuvo resultados: se pretendia inactivar el gen CCR5, el cual codifica para un co-receptor
utilizado por el VIH para entrar en los linfocitos humanos. Lo que no les dijo a los padres es
que se trataba de un procedimiento totalmente innecesario para el caso, ya que en 2018 ya
existian eficientes técnicas de lavado seminal para pacientes portadores del virus, y las
consiguientes técnicas de Fecundacion In Vitro (FIV). El investigador, orgulloso de su proeza,
grab6 una serie de videos explicando cémo su avance cientifico se comparaba al de la FIV.
Poco después del Congreso, una tercer bebé resultante de un embrion modificado naci6 en
paradero no divulgado. Marx relata en su articulo que se trata de una violacion ética que
deberia ser ampliamente analizada y discutida. De la misma forma, las consecuencias de la
edicion génica sobre la salud tanto fisica como mental de las nifias, no del todo conocida, es

otro de los aspectos a considerar.

En resumen, la aplicacién, en humanos, de la herramienta de edicion génica basada en
CRISPR/Cas y sus variaciones presenta tanto ventajas como desventajas, ya sea in vivo o in
vitro. Si bien las utilidades a corto, medio y largo plazo del sistema podrian ser
revolucionarias, los aspectos bioéticos que su aplicacion en humanos supone todavia estan
sobre la mesa. Sea como fuere, la herramienta parece prometedora para aumentar el

conocimiento en el CO, si bien se necesitan mas ensayos clinicos que respalden la idea.

8. CONCLUSIONES

1.  El céancer de ovario (CO) es una de las distintas variaciones patoldgicas de dicho 6rgano,
y presenta numerosos tipos y subtipos segun su origen, su clinica anatdmico-molecular,
estadificacion y respuesta al tratamiento.

2. Los 16 articulos analizados presentan resultados prometedores en relacién con el avance

en el conocimiento del CO, ya sea con nuevos marcadores pro- y anti-apoptoticos como
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con herramientas de screening y estrategias combinatorias de edicion génica y
quimioterapia.

3. La edicion génica via CRISPR/Cas representa una herramienta potencial de gran
utilidad en la prevencion de las recidivas y la resistencia al tratamiento del CO.

4. A pesar de los numerosos inconvenientes técnicos y debates bioéticos del sistema de
edicion génica en humanos, sus aplicaciones ofrecen un futuro esperanzador tanto en la

biomedicina del cancer como en otros campos.
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10. ANEXOS
10.1. Tipologia del cancer de ovario.

Anexo 10.1. Tipos de CO. Adaptado de Del Pozo y de O’Shea >,

Tipo Subtipo

Disgerminoma

Saco de Yolk/ Tumor de seno endodérmico
Carcinoma embrionario

Coriocarcinoma

De células germinales
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Teratoma

Mixto

Células de la granulosa
De células del estroma de | Tecoma
los cordones sexuales Fibroma

Epitelial

De Sertoly-Leydig
Carcinoma seroso

De bajo grado
De alto grado

Mucinoso
Endometrioide
De células claras

10.2. Estadificacion del cancer de ovario.

Anexo 10.2. Estadificacion del CO segun el sistema de la Federacién Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO). Adaptado de O’Shea &,

Estadio Tipo Descripcion
1A En un ovario o en una trompa de Falopio.
IB En los dos ovarios o en las dos trompas de Falopio.
I: Confinado en un/ambos En uno o ambos ovarios o trompas de Falopio y:
ovario/s o trompa/s de - IC1: El tejido se rompié durante la cirugia.
Falopio - IC2: El tejido se rompi6 antes de la cirugia o el tumor
IC se situa en la superficie del/de los ovario/s.
- IC3: Presencia de células malignas en el fluido de la
cavidad peritoneal o en los lavados abdominales o
pélvicos.
I1: En un/ambos ovario/s o IHA Invasion en trompas de Falopio, Gtero u ovarios.
trompa/s de falopio y se ha
e)étls?g(;g%?]gtroiezgﬂigze B En la superficie externa o con invasion en érganos pélvicos
Pe nay presencia ¢ cercanos como la vejiga, colon sigmoide o el recto.
cancer peritoneal primario
AL Nodulos linfaticos retroperitoneales positivos de <10 mm (i)
0 >10 mm (ii).
HIA2 Implicacion peritoneal extrapélvica microscopica con/sin
111: Propagacion al nodulos linfaticos retroperitoneales positivos.
eritoneo extrapélvico y/ con o . - -~
Ewetéstasis en ng dulos y Metastasis peritoneal extrapélvica macroscopica <2 cm
linfaticos retroneritoneales 1B con/sin nddulos linfaticos retroperitoneales positivos. Incluye
P propagacion a la capsula del higado o bazo.
Metéstasis peritoneal extrapélvica macroscopica >2 cm
Ic con/sin nédulos linfaticos retroperitoneales positivos. Incluye

propagacion a la capsula del higado o bazo.
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IVA Efusion pleural con citologia positiva.
IV: Metéstasis distante
excluyendo el peritoneo Metéstasis parenquimatosa hepética y/o esplénica, metastasis

VB extra-abdominal, incluyendo nodulos linfaticos.

10.3. Genes asociados al cancer de ovario.

Anexo 10.3. Genes con una mayor asociacion significativa al cancer de ovario. Recuperado de
www.proteinatlas.org.

Diagndstico GENES
MRS2 UBE2L3 PRR3
ZNF429 KLHDC9 UBE2T
TDP2 AP1S2 CCDC160
CXCL11 MAGOHB SNRPD1
Favorable
GPR27 AADAC NOL7
MED19 FMC1 TERF2IP
C18orf21 FAM166B
ACOT13 ZNF85
EMP1 AGFG1 SLC39A13
PI3 RPL7A SOGA1
FAM20C UNC5B FAM98C
Desfavorable FCGBP CST4 RPS6KA2
TGFBI FANCD2 KRT7
RCBTB1 RIPK4 MRC2
PPTC7 DAGLB
TIMP3 PC
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