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RESÚMENES 
RESUMEN 

La leucemia mieloide aguda (LMA) se trata de un grupo heterogéneo de 

desórdenes hematológicos producidos por alteraciones genéticas en las células 

precursoras mieloides. Las mutaciones en la enzima Isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) 

son unas de estas alteraciones. Las mutaciones más frecuentes en esta proteína afectan 

a las posiciones R140 y R172, provocando una ganancia de función con la producción 

del oncometabolito D-2-hidroxiglutarato (2-HG). A pesar de que ambas inducen la 

producción de 2-HG, la mutación R172 produce mayor cantidad de oncometabolito, 

presenta menos concurrencias con otras alteraciones genéticas y se asocia a una peor 

respuesta a la quimioterapia y un mayor riesgo de recaída. Dadas sus implicaciones en 

el desarrollo de la enfermedad, la mutación IDH2R172 se ha propuesto como subgrupo 

independiente de LMA. 

Gracias a la investigación con organismos modelo ha sido posible estudiar en 

profundidad el papel de las mutaciones genéticas en el desarrollo de numerosas 

enfermedades, como en la LMA. A pesar de ello, aún quedan muchos aspectos por 

explicar acerca de las implicaciones de las alteraciones genéticas, como las mutaciones 

en IDH2, en el desarrollo de la enfermedad. Por todo ello, en esta Tesis se han 

desarrollado nuevas estrategias de edición génica mediante el sistema CRISPR/Cas9 con 

el objetivo de desarrollar nuevos modelos in vitro e in vivo de mutaciones implicadas en 

LMA. 

En relación al desarrollo del modelo in vitro, debido a la baja eficiencia de 

transfección de los plásmidos CRISPR en las líneas celulares leucémicas, el método más 

empleado para introducir los elementos CRISPR han sido principalmente vectores 

lentivirales. Para evitar los inconvenientes de este tipo de vectores, en esta Tesis se ha 

desarrollado una estrategia alternativa para la introducción de la nucleasa Cas9 y los 

guías CRISPR. El gen codificante de la Cas9, junto a un promotor y terminador de 

expresión, se introdujeron en el genoma de células NB4 mediante transducción con 

lentivirus, generando una línea celular con expresión constitutiva de la nucleasa. Por 

otro lado, se desarrolló un sistema sencillo de producción de los guías CRISPR mediante 
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PCR con los elementos esenciales para su expresión y la expresión del reportero GFP de 

forma opcional. 

Con el objetivo de optimizar la técnica y probar su eficiencia en distintas dianas 

se modificaron dos genes implicados en LMA. Estos fueron el gen IDH2, en el cuál se 

buscó introducir la mutación R172, y el gen MYBL2, empleado con anterioridad en 

trabajos del grupo. Finalmente, las eficiencias de edición obtenidas se compararon con 

el uso de complejos de ribonucleoproteínas CRISPR, muy utilizados por su alta eficiencia. 

Mientras que los complejos de ribonucleoproteínas presentaron una mayor eficiencia 

de corte, la eficiencia de edición de la mutación R172 fue similar en ambas estrategias. 

Mediante secuenciación masiva se confirmó y caracterizó esta edición y se comprobó 

que la maquinaria de edición no había producido cortes inespecíficos en regiones 

similares del genoma. De esta forma, la nueva metodología desarrollada permitió editar 

de forma precisa líneas celulares leucémicas con eficiencias similares a otras técnicas 

CRISPR más extendidas y sin producir efectos inespecíficos no deseados. 

Por otro lado, gracias a la gran conservación evolutiva del gen IDH2, los residuos 

R140 y R172 se encuentran conservados en la proteína idh-2 de Caenorhabditis elegans. 

Se empleó la estrategia co-CRISPR para desarrollar y seleccionar cepas mutantes con las 

mutaciones ortólogas a R140 y R172, y una cepa con ambas mutaciones. A pesar de la 

conservación, no se observó el aumento del oncometabolito 2-HG esperado en las cepas 

mutantes en comparación con la cepa salvaje control N2. Esto podría deberse a la 

activación de vías de degradación del 2-HG. Por ello, es necesario profundizar en el 

estudio de las vías de degradación del 2-HG para desarrollar modelos de investigación 

que desarrollen las alteraciones moleculares observadas en los pacientes 

Para concluir, la estrategia desarrollada de introducción de elementos CRISPR en 

líneas celulares, junto a los modelos producidos en C. elegans, permitirán en futuros 

estudios investigar en detalle los efectos moleculares de mutaciones detectadas en 

pacientes de LMA, su implicación en el desarrollo y pronóstico de la LMA y comprender 

su papel en la estratificación de los pacientes. 
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ABSTRACT 

Acute Myeloid Leukaemia (AML) is a heterogeneous group of haematological 

disorders caused by genetic alterations in myeloid precursors. Mutations in the 

Isocitrate dehydrogenase enzyme are among these alterations. The most frequent 

mutations in this protein affect R140 and R172 positions, leading to a gain of function 

with the production of the oncometabolite D-2-hydroxyglutarate (2-HG). Although both 

induce the 2-HG production, the R172 mutation generates greater amount of 

oncometabolite, has fewer co-occurrences with other genetic alterations and is 

associated with worse chemotherapy response and higher relapse risk. Due to its 

implication in the disease progression, IDH2R172 has been proposed as new subgroup of 

AML. 

Research models have made possible to study the role of genetic mutations in 

disease development, such as in AML. Despite this progress, the implications of many 

genetic alterations, as IDH2 mutations, in disease development remain unexplained. 

Therefore, in this Thesis we have developed new gene editing strategies using the 

CRISPR/Cas9 system with the aim of developing new in vitro and in vivo models of 

mutations involved in AML. 

Regarding in vitro model, due to the low transfection efficiency of CRISPR 

plasmids in leukemic cell lines, the most commonly method used for introducing CRISPR 

elements have been mainly lentiviral vectors. To avoid the disadvantages of this type of 

vectors, in this Thesis we have developed an alternative strategy for introducing Cas9 

nuclease and CRISPR guides. The gene encoding the Cas9, together with its expression 

promoter and terminator, were introduced into NB4 genome by lentiviral transduction 

producing a stable cell line that constitutively express the nuclease. On the other hand, 

a simple system for the production of CRISPR guides by PCR with essential elements of 

expression was developed and with GFP reporter expression optionally.  

In order to optimise the technique and test its efficiency in different targets, two 

genes involved in AML were modified. These were IDH2 gene, in which R172 mutation 

was introduced, and MYBL2 gene. Finally, editing efficiencies obtained with the new 

strategy were compared with CRISPR ribonucleoproteins methodology, widely used for 

its high efficiency. Whereas ribonucleoprotein complexes showed higher cut 
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efficiencies, the efficiency of edition of R172 mutation efficiency was similar in both 

strategies. These results were validated and characterized by means of next generation 

sequencing, and no off-target effects were found. Therefore, the new developed 

methodology allows precise gene editing in leukemic cell lines with similar efficiencies 

with other popular CRISPR techniques and without off-target effects. 

On the other hand, thanks to the high evolutive conservation of IDH2 gene R140 

and R172 residues are conserved in Caenorhabditis elegans idh-2 protein. The co-CRISPR 

strategy was used to produce and select mutant strains with ortholog mutations to 

R140, R172 and one strain with both mutations. Despite the high conservation, the 

expected increase in oncometabolite 2-HG concentration was not detected in mutant 

strains compared to the N2 wild type strain. This result could be produced by an 

activation of 2-HG degradation pathways. So, an exhaustive study of 2-HG degradation 

pathways is necessary to develop research models with molecular alterations noticed in 

patients. 

In conclusion, the new developed strategy for CRISPR elements introduction in 

cell lines, together with C. elegans models, will allow an in-depth research of molecular 

effect of mutations detected in patients, its implication in AML progression and 

prognosis and understand their role in patient stratification. 
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RESUM 

La leucèmia mieloide aguda (LMA) es tracta d'un grup heterogeni de desordres 

hematològics produïts per alteracions genètiques en les cèl·lules precursores mieloides. 

Les mutacions en l'enzim Isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) son d'aquestes alteracions. 

Les mutacions més freqüents en aquesta proteïna afecten a les posicions R1240 i R172, 

produint un guany de funció amb la producció de l'oncometabolit D-2-hidroxiglutarat 

(2-HG). A pesar que ambdues indueixen la producció de 2-HG, la mutació R172 produeix 

mes quantitat de oncometabolit, presenta menys co ocurrències con altres alteracions 

genètiques i s'associa a una pitjor resposta a la quimioteràpia i un major risc de 

recaiguda. Dades les seues implicacions en el desenvolupament de la malaltia, la 

mutació DH2R172 s'ha proposat com subgrup independent de LMA.  

Gràcies a la investigació amb organismes model ha sigut possible estudiar en 

profunditat el paper de les mutacions genètiques en el desenvolupament de nombroses 

malalties, com en la LMA. Malgrat això, encara queden molts aspectes per explicar sobre 

les implicacions de les alteracions genètiques, com les mutacions en IDH2, en la LMA. 

Per tot això, en aquesta Tesis s'han desenvolupat noves estratègies d'edició gènica 

mitjançant el sistema CRISPR/Cas9 amb l'objectiu de desenvolupar nous models in vitro 

i in vivo de les mutacions implicades en la LMA. 

En relació al model in vitro, degut a la baixa eficiència de transfecció dels 

plasmids CRISPR en les línies cel·lulars leucèmiques, el mètode més emprat per a 

introduir els elements CRISPR han sigut principalment vectors lentivirals. Per a evitar els 

inconvenients d'aquesta mena de vectors, en aquest treball s'ha desenvolupat una 

estratègia alternativa per a la introducció de la nucleasa Cas9 i els guies CRISPR. El gen 

codificant de la Cas9, al costat d'un promotor i terminador d'expressió, es van introduir 

al genoma de cèl·lules NB4 mitjançant transducció amb lentivirus, generant una línia 

cel·lular amb expressió constitutiva de la nucleasa. D'altra banda, es va desenvolupar un 

sistema fàcil de producció dels guies CRISPR mitjançant PCR amb els elements essencials 

d'expressió i amb l'expressió del reporter GFP de manera opcional.  

Amb l'objectiu d'optimitzar la tècnica i provar la seua eficiència en diferents 

dianes es van modificar dos gens implicats en LMA. Aquests van ser el gen IDH2, en el 

qual es va buscar introduir la mutació R172, i el gen MYBL2. Finalment, les eficiències 
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d'edició obtingudes amb la nova estratègia es van comparar amb l'ús de complexos 

ribonucleotproteïnes CRISPR, molt utilitzats per la seua alta eficiència. Mentre que els 

complexos de ribonucleoproteïnes van presentar una major eficiència de tall, l'eficiència 

d'edició de la mutació R172 va ser similar en les dues estratègies. Mitjançant 

seqüenciació massiva es va confirmar i caracteritzar aquesta edició i es va comprovar 

que la maquinària d'edició no havia produït talls inespecífics en regions similars del 

genoma. D'aquesta manera, la nova metodologia desenvolupada permet editar de 

manera precisa línies cel·lulars leucèmiques amb eficiències similars a altres tècniques 

CRISPR més esteses i sense produir efectes inespecífics no desitjats. 

D'altra banda, gràcies a la gran conservació evolutiva del gen IDH2, els residus 

R140 i R172 es troben conservats en la proteïna idh-2 de Caenorhabditis elegans. Es va 

utilitzar l'estratègia co-CRISPR per a desenvolupar i seleccionar ceps mutants amb les 

mutacions ortòlogues a R140 i R172, i un cep amb dues mutacions. Malgrat l'alta 

conservació, no es va observar l'augment del oncometabolit 2-HG esperat en els ceps 

mutants en comparació amb el cep salvatge control N2. Això podria produir-se per 

l'activació de vies de degradació del 2-HG. En estudies futurs és necessari investigar les 

vies de degradació del 2-HG per a desenvolupar models d'investigació que presente les 

alteracions moleculars observades en els pacients 

Per a concloure, l'estratègia desenvolupada d'introducció d'elements CRISPR en 

línies cel·lulars, al costat dels models produïts en C. elegans permetran en estudis futurs 

investigar detalladament els efectes moleculars de mutacions detectades en pacients, 

la seua implicació en el desenvolupament i prognosi de la LMA i comprendre el seu 

paper en l'estratificació dels pacients. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Con la llegada de la secuenciación del genoma humano se inició la llamada era 

post-genómica y con ella un reto formidable para la biomedicina, comprender el 

impacto de toda la información genómica en la compresión de las enfermedades.  

Los estudios de secuenciación del genoma han revelado que en la Leucemia 

Mieloide Aguda (LMA) están implicados un gran número de genes, dándose complejos 

patrones mutacionales con mutaciones concurrentes o excluyentes entre si. Estas 

alteraciones genéticas se asocian a características clínicas y pronosticas específicas y, en 

algunos casos, se han podido asociar a subgrupos de LMA concretos. Esto ha permitido 

una mejor clasificación de los pacientes y el desarrollo de protocolos de actuación y 

fármacos específicos. Sin embargo aún se desconoce en buena medida la relación 

directa entre muchas de estas alteraciones con las diversas características clínicas, el 

pronóstico y la respuesta al tratamiento, así como el modo en que cooperan entre sí en 

el desarrollo de la enfermedad. Para esclarecer el papel de estas mutaciones es 

necesario reproducirlas de forma rigurosa en modelos in vitro e in vivo para poder 

caracterizarlas funcionalmente. 

La tecnología CRISPR/Cas9 ha supuesto una verdadera revolución en la edición 

génica, siendo merecedora del Premio Nobel de Química 2020 concedido a las científicas 

Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna. Con esta tecnología se ha editado el 

genoma de numerosos organismos como células humanas, primates, ratones, pez 

cebra, varios invertebrados y microorganismos. En el ámbito de la biomedicina se ha 

aplicado para desarrollar modelos de enfermedades humanas hereditarias y soluciones 

terapéuticas basadas en la capacidad para corregir la causa genética de la enfermedad. 

En el presente trabajo se han establecido nuevas estrategias para desarrollar 

modelos de investigación in vitro e in vivo de mutaciones de LMA mediante el sistema 

CRISPR/Cas9. Las líneas celulares leucémicas son células con una eficiencia de 

transfección muy baja, por lo que introducir los vectores de expresión de la nucleasa 

Cas9 resulta una tarea compleja. Para evitar este obstáculo, se ha desarrollado un 

protocolo para introducir los elementos guía de la nucleasa Cas9 en forma de pequeñas 

moléculas de ADN en líneas celulares leucémicas. De esta forma se ha conseguido editar 
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los genes IDH2 y MYBL2 implicados en LMA. Para los estudios in vivo, se ha escogido el 

organismo modelo Caenorhabditis elegans, aprovechando la alta conservación evolutiva 

de algunos genes implicados en la LMA, como IDH2. Mediante el empleo de nuevos 

protocolos de edición génica con el sistema CRISPR/Cas9 diseñados al efecto, ha sido 

posible generar nuevas cepas de este modelo animal con mutaciones en el gen IDH2. 

Estos nuevos modelos nos ayudarán a comprender el papel de estos genes en la 

estratificación de la LMA  

1. Leucemia 

Las leucemias son un grupo de desórdenes hematológicos caracterizados por la 

proliferación descontrolada de precursores de células hematológicas. Si la estirpe de 

células comprometidas son los precursores linfoides las leucemias se clasifican como 

linfocíticas. Estos precursores dan lugar a células T, B y natural killers. Por otro lado, se 

clasifican como mieloides cuando las células afectadas son los precursores mieloides. 

Las células mieloides incluyen los monocitos, macrófagos, neutrófilos, basófilos, 

eosinófilos, eritrocitos y megacariocitos. A su vez, de un modo general, cada uno de 

estos grupos se puede diferenciar en leucemia aguda, cuando las células malignas son 

menos maduras e invaden rápidamente la médula ósea, afectando a su funcionalidad y 

desarrollándose la enfermedad rápidamente, o crónica, cuando las células afectadas 

principalmente son más diferenciadas y funcionales, no se da una invasión tan alta de la 

médula ósea y los síntomas se desarrollan lentamente (Figura 1.1). 

 
Figura 1.1: Hematopoyesis. Imagen creada con Biorender.com 
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1.1. Leucemia Mieloide Aguda 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un subtipo heterogéneo de leucemias que 

se caracteriza por englobar numerosos desórdenes hematológicos derivados de una 

proliferación clonal de precursores mieloides (blastos). Se considera LMA cuando la 

concentración de blastos es igual o mayor al 20 % de células en sangre o médula ósea. 

Comprende el 80 % de las leucemias agudas en la edad adulta y el 15-20 % de las 

leucemias pediátricas, afectando en mayor proporción a varones (60 %) (Brown et al., 

2017). A pesar de los avances en el tratamiento de estos trastornos, y exceptuando 

algunos subgrupos específicos, actualmente tan solo el 35-40 % de los pacientes adultos 

menores de 60 años y entre el 5-15 % de los mayores de 60 años alcanzan la 

supervivencia libre de enfermedad prolongada (Döhner et al., 2015). La enfermedad 

refractaria es común y la recaída representa la principal causa de fallo de tratamiento 

(Papaemmanuil et al., 2016). 

La clasificación de la LMA se ha basado clásicamente en características 

morfológicas y citogenéticas. Gracias al desarrollo de nuevas tecnologías de 

secuenciación masiva del genoma ha sido posible la detección de nuevas anomalías 

genéticas, se ha profundizado en los mecanismos moleculares implicados y ha sido 

posible la caracterización de la arquitectura clonal de la enfermedad (Arber et al., 2016).  

En términos generales, los casos de LMA presentan una media de 13 mutaciones, 

donde los genes más recurrentemente mutados se pueden clasificar en ocho grupos: 

metilación del ADN (DNMT3A, TET1, TET2, IDH1, IDH2), modificación de la cromatina 

(EZH2, ASXL1, KDM6A), vías de señalización (FLT3, NRAS, PTPN11, KRAS), desarrollo 

hematopoyético (CEBPA, RUNX1, GATA2), supresores de tumores (TP53, WT1, PHF6), 

splicing de ARN (SRSF2, U2AF1, SF3B1), complejos de cohesina (SMC1A, SMC3, STAG2, 

RAD21) y en el gen NPM1, codificante de una proteína núcleo-citoplasmática 

multifuncional (Figura 1.2). Estos grupos muestran patrones complejos de concurrencia 

y exclusividad entre ellos (Shi et al., 2018). Otra de las características que se reveló con 

estos estudios moleculares es la capacidad de adquisición de nuevas mutaciones 

somáticas en el curso de la enfermedad, produciendo una alta diversidad clonal con 

distintas respuestas al tratamiento. Además, mutaciones en determinados genes se 

clasifican como mutaciones iniciadoras o drivers, desencadenantes de la enfermedad, 
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mientras que otras se consideran mutaciones secundarias, pudiendo jugar un papel 

relevante en la progresión de la enfermedad o condicionando la respuesta al 

tratamiento. 

 
Figura 1.2: Categorías de genes más frecuentemente mutados en la LMA. Las mutaciones en genes de 
señalización confieren una ventaja proliferativa a través de las vías de señalización RAS-RAF, JAK-STAT 
y PI3K-AKT. Las mutaciones en factores de transcripción conducen a la desregulación transcripcional y 
alteración de la diferenciación hematopoyética. En el gen NPM1 las mutaciones dan como resultado la 
localización citoplasmática aberrante de la proteína NPM1 y las proteínas que interaccionan con ella. 
Las mutaciones en genes del complejo splicing están involucradas en el procesamiento aberrante del 
ARN. Las mutaciones en el complejo cohesina pueden afectar a la segregación cromosómica y a la 
regulación transcripcional. Las mutaciones en genes reguladores de la cromatina conducen a 
desregulaciones de la epigenética. Mutaciones en genes supresores de tumores conducen a la 
desregulación transcripcional y la degradación a través de MDM2 y PTEN (Döhner et al., 2015). 

Esta nueva información se está aplicando en el desarrollo de una mejor 

estratificación de los pacientes con LMA. En la última revisión de la guía de clasificación 

de los tumores Hematológicos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) de 2016 se 

fijaron dos subgrupos propuestos en 2008, LMA con NPM1 mutado y LMA con 
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mutaciones bialélicas en CEBPA, y se propusieron dos nuevas categorías: LMA con la 

fusión BCR-ABL1 y LMA con RUNX1 mutado (Tabla 1.1). 

Tabla 1.1 Clasificación de la LMA y neoplasias relacionadas según la OMS (2016)1 
LMA con alteraciones genéticas recurrentes 

LMA con t(8;21) (q22;q22.1);RUNX1-RUNX1T1 
LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11 
Leucemia Promielocítica Aguda (LPA) con PML-RARA 
LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3);MLLT3-KMT2A 
LMA con t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214 
LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM 
LMA con (megacarioblástica) con t(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1 
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1 
LMA con NPM1 mutado 
LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA 
Entidad provisional: LMA con RUNX1 mutado 

LMA con cambios asociados a mielodisplasia 
Neoplasias relacionadas con el tratamiento 
LMA no categorizadas 
Sarcoma Mieloide 
Proliferación mieloide relacionada con el síndrome de Down 
1Peterson et al., 2016 

La importancia de la inclusión de las alteraciones genéticas también se vio 

reflejada en la actualización de las recomendaciones de la European LeukemiaNet. En 

esta actualización, un panel de 22 expertos internacionales propusieron una nueva 

estratificación de riesgo de los pacientes de LMA considerando las alteraciones 

genéticas (Döhner et al., 2017) (Tabla 1.2). 

Tabla 1.2. Estratificación del riesgo en base a la genética por la ENL 20171. 
Categoría de riesgo Alternación genética 

Favorable t(8;21) (q22;q22.1), RUNX1-RUNX1T1 
inv (16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22), CBFB-MYH11 
Mutaciones en NPM1 sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDlow 
Mutaciones bialélicas en CEBPA 

Intermedio Mutaciones en NPM1 y FLT3 ITDhigh 
NPM1 salvaje sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDlow† (sin lesiones genéticas de riesgo 
adverso) 
t(9;11) (p21.3;q23.3), KMT2A  
Anormalidades citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas 

Adverso t(6;9)(p23;q34.1), DEK-NUP214 
t(v;11q23.3), reordenamiento de KMT2A t(9;22)(q34.1;q11.2), BCR-ABL1 
inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2), GATA2, MECOM(EVI1)  
-5 o del(5q), -7; -17/abn(17p)  
Cariotipo complejo, cariotipo monosomal 
NPM1 salvaje y FLT3-ITDhigh 
RUNX1 mutado 
ASXL1 mutado 
TP53 mutado 

1Döhner et al., 2017 
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Con el objetivo de desarrollar una nueva clasificación basada en las 

características genéticas, el equipo de E. Pappaemmanuil estudió 111 genes 

relacionados con cáncer en 1540 pacientes de LMA y combinaron estos resultados con 

información citogenética y datos clínicos. De este análisis surgieron tres nuevos 

subgrupos genómicos con relevancia clínica no incluidos en la clasificación de la OMS: 

mutaciones en genes cromatina-spliceosoma, aneuploidía de TP53 y de forma 

provisional, la mutación IDH2R172 (Tabla 1.2) (Papaemmanuil et al., 2016). 

A pesar de que estos estudios pusieron de manifiesto la relevancia de las 

alteraciones genéticas como factores pronóstico, solamente se han incorporado un 

número pequeño de alteraciones génicas (RUNX1, ASXL1, TP53, NPM1, FLT3 y CEBPA) 

en las guías actuales de estratificación de riesgo (Döhner et al., 2017). Esto se debe 

principalmente a la falta de asociaciones fiables entre genes individuales, características 

clínicas y pronóstico.  

Tabla 1.3. Clasificación genética de la LMA propuesta en E. Papaemmanuil et al., New England 
Journal of Medicine, 20161. 
LMA con mutación en NPM1 
LMA con mutaciones en genes de cromatina, splicing-RNA, o ambos* 
LMA con mutaciones en TP53, aneuploidía cromosómica, o ambos** 
LMA con inv (16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB–MYH11 
LMA con mutaciones bialélicas en CEBPA 
LMA con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1–RUNX1T1 
LMA con fusión en el gen KMT2A; t(x;11) (x;q23)*** 
LMA con inv (3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); GATA2, MECOME(EVII) 
LMA con la mutación IDH2R172 y ninguna otra alteración característica de grupo 
LMA con t(6;9) (p23;q34); DEK–NUP214 
LMA con mutaciones driver, pero incluidas en ninguna característica de grupo 
LMA sin mutaciones driver detectadas 
LMA que cumple los criterios para 2 subgrupos génicos 
* La clasificación en este subgrupo necesita de una o mas mutaciones drivers en RUNX1, ASXL1, BCOR, STAG2, EZH2, 
SRSF2, SF3B1, USAF1, ZRSR2 o MLLPTD. En presencia de otras mutaciones características de otros subgrupos (como inv 
(16), t(15;17), t(6;9), genes de fusión KMT2A, cariotipo complejo o mutaciones drivers en TP53, NPM1 o bialélicas en 
CEBPA) se necesitan dos o mas mutaciones en genes de cromatina-splicing. 
**La clasificación en este subgrupo necesita de mutaciones en TP53, cariotipo complejo, o en ausencia de otras 
alteraciones características de grupo, uno o más de las siguientes: -7/7q, -5/5q, -4/4q, -9q, -12/12p, -17/-17p, -18/18q, 
-20/20q, +11/11q, +13, +21 o +22. 
***En el grupo se incluyen múltiples patrones de fusión de MLL, con implicaciones clínicas dependiendo del patrón 
específico de fusión. 
1Papaemmanuil et al., 2016 
 

1.2. Isocitrato deshidrogenasa 2 

Las enzimas isocitrato deshidrogenasas (IDH) catalizan la carboxilación oxidativa 

del isocitrato a α-cetoglutarato (α-CG) y dióxido de carbono (CO2). En las células 
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eucariotas se encuentran tres enzimas IDH parálogas, IDH1, IDH2 e IDH3. A pesar de 

catalizar la misma reacción están codificadas por genes distintos y difieren en la 

localización subcelular, cofactores, regulación alostérica y mecanismos reguladores 

(Tommasini-Ghelfi et al., 2019a). Las tres son enzimas esenciales del ciclo de los ácidos 

tricarborxílicos (CAT) o ciclo de Krebs, jugando un papel esencial en el metabolismo 

energético y balance reducción y oxidación (redox).  

Las enzimas IDH1 e IDH2 presentan muchas similitudes. Son dependientes del 

cofactor nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADP) y de Mn2+ o Mg2+, son 

homodímeros, formadas por un dominio grande, uno pequeño y un dominio clasp, y 

presentan una homología del 70 % en sus secuencias. Por otro lado, se diferencian en 

su localización celular, ya que mientras IDH1 se localiza en el citosol y en peroxisomas, 

IDH2 se localiza en la mitocondria. Por último, la enzima IDH3 es dependiente de 

nicotidamina adenina dinucleótido (NAD) y está formada por heterodímeros codificados 

en distintos genes (IDH3A, IDH3B e IDH3G). Su actividad está regulada por las 

necesidades energéticas de la célula, activándose por adenosina 5’-difosfato (ADP) y 

NAD e inhibiéndose por la forma reducida de NAD (NADH), adenosina trifosfato (ATP) y 

α-CG. Al igual que IDH2 se localiza en la mitocondria. Además, mientras las reacciones 

catalizadas por IDH1 e IDH2 son reversibles, IDH3 cataliza solamente la conversión de 

isocitrato a α-CG (Dang et al., 2017). 

Gracias a los avances en la investigación genómica ha sido posible identificar 

mutaciones en IDH1 e IDH2 en un gran abanico de tumores, como en distintos tipos de 

cáncer cerebral, desde glioblastomas primarios, secundarios y de grado II/III, 

astrocitomas y oligodendrogliomas de grado I/II. También se detectaron desórdenes 

hematológicos como LMA, y con menos frecuencia en síndromes mielodisplásicos y 

neoplasias mieloproliferativas. Además contribuyen a la patogénesis de desórdenes 

esqueléticos, varios tipos de condrosarcomas, colonangiocarcinoma intrahepático y 

carcinoma de tiroides. Por último mutaciones en estas enzimas son características de 

subtipos de cáncer de pecho (Dang et al., 2017; Tommasini-Ghelfi et al., 2019b). Las 

mutaciones en IDH1 e IDH2 implicadas en estas enfermedades se dan en heterocigosis. 

Por otro lado, las mutaciones en IDH3 se han asociado a enfermedades 

hereditarias de retina que se caracterizan por la degradación progresiva de 
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fotoreceptores y/o de las células del epitelio pigmentario. Dentro de este grupo, la 

retinosis pigmentaria (RP) es la enfermedad más común. Mutaciones missense 

homocigotas en el codón 304 de IDH3A se han asociado con el fenotipo más severo de 

la enfermedad. Otras variantes de este gen se han asociado a RP autosómica recesiva y 

a pseudocoloboma macular. Mutaciones en IDH3B también se han asociado con RP 

autosómica recesiva. A pesar de encontrar variantes en IDH3C, no está claro aún su 

papel en la enfermedad (Tommasini-Ghelfi et al., 2019b) (Figura 1.3).  

 
Figura 1.3: Enfermedades asociadas a la desregulación de la actividad de las enzimas IDH. Los recuadros 
azules indican las enfermedades producidas por el alteraciones de la expresión. Los recuadros rojos indican 
las enfermedades debidas a mutaciones (Tommasini-Ghelfi et al., 2019b). 

 

Centrándonos en la LMA, las mutaciones encontradas en IDH1 e IDH2 son de tipo 

missense, desencadenando un cambio de aminoácido en la secuencia de proteína. En 

IDH1 la mutación más frecuente afecta al residuo arginina 132, produciendo un cambio 

a cisteína (R132C), o a histidina (R132H). En IDH2 los residuos más frecuentemente 

mutados son el 140, presentando una sustitución de arginina por glutamina (R140Q) y 

el 172, sustituyendo el residuo de arginina principalmente por lisina (R172K), y en menor 

frecuencia por triptófano (R172W) (Medeiros et al., 2017). Mientras que las mutaciones 

IDH1R132 e IDH2R172 se encuentran en otros tipos de tumores, la IDH2R140 es exclusiva de 

la LMA (Pirozzi et al., 2021). 

Estas mutaciones producen una ganancia de función de las enzimas mutadas 

IDH1 (mIDH1) e IDH2 (mIDH2). Los residuos afectados se localizan en los dominios de 
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unión al sustrato. Al producirse estas mutaciones se modifica la afinidad al cofactor y la 

conformación del centro activo de la enzima, produciendo que aumente la afinidad por 

NADP y disminuyendo la afinidad por el isocitrato. Esto desemboca en una enzima 

mutada que cataliza la reacción contraria, la reducción del α-CG a D-2-hidroxiglutarato 

(D-2-HG). El D-2-HG está presente en células sanas a baja concentración, con dos formas 

enantiómeras, R (D) o S (L) y todavía no se ha encontrado su función bajo estas 

condiciones. Es estructuralmente muy similar al α-CG, y al aumentar su concentración 

en presencia de las enzimas mIDH1 y mIDH2 actúa como un inhibidor competitivo de las 

dioxigenasas dependientes de α-CG. Induce una serie de modificaciones en la célula, 

como alteraciones epigenéticas, inhibición del factor inducible a hipoxia 1-α (HIF1-α), 

cambios en el ambiente redox celular y alteraciones en el colágeno, entre otras. De esta 

forma, el D-2-HG actúa como oncometabolito en numerosas rutas, produciendo la 

inhibición de la diferenciación celular y una auto renovación celular patológica 

(Cerchione et al., 2021; Clark et al., 2016) (Figura 1.4). Las alteraciones en los patrones 

de metilación y expresión génica son similares a los presentes en los casos de 

mutaciones en el gen TET2. Unido a que las mutaciones en ambos genes son 

mutuamente excluyentes puede indicar vías moleculares en común (Pirozzi et al., 2021). 
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Figura 1.4: Mecanismos de actuación de las mutaciones en IDH1/2 y el oncometabolito D-2-HG. Las 
enzimas IDH1 e IDH2 del ciclo de Krebs catalizan la conversión de isocitrato a α-CG. Al mutar adquieren 
una ganancia de función por la cual transforman el α-CG en el oncometabolito D-2-HG. Esta molécula 
se une a las dianas de α-CG produciendo numerosas alteraciones como: Modificaciones epigenéticas a 
través de la inhibición directa de enzimas ADN metilasas de la familia ten-eleven trasloction (TET) e 
histona lisina desmetilasas (KDM), alteración de la maduración del colágeno por la inhibición de la 
prolil-hidroxilación, la activación de la enzima prolil-hidroxilasa 2 (PHD2), inhibición del factor de 
transcripción inducible por hipoxia 1-α (HIF-1α). El consumo de NADPH deriva en una reprogramación 
metabólica que conlleva una desregulación de la expresión génica, inestabilidad genética por la 
inhibición directa de enzimas de reparación homóloga del ADN alkB dependientes de α-CG, o 
indirectamente por la alteración e la expresión de genes de reparación del ADN (Clark et al., 2016). 

A pesar de que las mutaciones en mIDH1 y mIDH2 producen el aumento del 

oncometabolito D-2-HG no son funcionalmente equivalentes. Se ha descrito la pérdida 

de heterocigosidad en casos de mutaciones en mIDH2 por la cual desaparece el alelo 

salvaje, pero no en mIDH1. Esta diferencia puede deberse a que mIDH1 esté limitado 

por la producción de α-CG de IDH1 salvaje, mientras que mIDH2 tiene más 
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independencia de un dominio salvaje por el nivel mantenido de α-CG que hay presente 

en la mitocondria (Pirozzi et al., 2021; Ward et al., 2013). Por otro lado, se ha descrito 

que la cantidad de D-2-HG producido por mIDH1 es menor que por mIDH2 y, a su vez, la 

mutación R172 produce mayor cantidad de oncometabolito que la R140 (Medeiros et 

al., 2017; Pirozzi et al., 2021).  

Centrándonos en la mutaciones de IDH2, en la clasificación genómica de la LMA 

propuesta por E. Pappaemmanuil (2016), la mutación IDH2R172 se propuso como 

subgrupo independiente. Esto se debe a que,  a pesar de su baja frecuencia en la cohorte 

estudiada (sólo un 1 %), los pacientes con esta mutación presentan características 

clínicas y moleculares específicas (Medeiros et al., 2017). Por una parte, R172 presenta 

patrones de concurrencia con pocas mutaciones, mientras que R140 presenta una 

fuerte correlación con mutaciones en el gen NPM1 (con la que la mutación R172 es 

mutuamente excluyente) y en el gen DNMT3A (Papaemmanuil et al., 2016). Además los 

pacientes con la mutación R140 presentan de forma general, mayores tasas de 

respuesta completa al tratamiento, mayor supervivencia global y menor riesgo de 

recaída comparados con pacientes de LMA con la mutación R172 (Pirozzi et al., 2021). 

Para esclarecer el papel pronóstico de las mutaciones de IDH2 en LMA se X y 

colaboradores realizaron un meta análisis con 12747 pacientes. Las mutaciones R172 y 

R140 se asociaron a una supervivencia global favorable pero con tasas de remisión 

completas menores en pacientes con R172 (Q. Xu et al., 2017). Por otro lado, otros 

estudios no han encontrado ninguna asociación entre las mutaciones de IDH2 con 

implicaciones pronosticas, pudiendo deberse a otras mutaciones concurrentes en los 

pacientes que no se tuvieron en cuenta (Pirozzi et al., 2021). 

Los modelos de investigación han sido claves en el estudio de los efectos 

moleculares de las mutaciones en IDH2, así como en el testado de fármacos. Los 

modelos in vitro se han desarrollado principalmente mediante lentivirus codificantes del 

cADN de la proteína mutada bajo el control de un promotor inducible (Kernytsky et al., 

2015; Schvartzman et al., 2019), aunque también se ha empleado el sistema de edición 

génica CRISPR/Cas9 para introducir la mutación puntual R140 en blastos de pacientes 

empleando lentivirus integrativos (Brabetz et al., 2017). Por otro lado, se han generado 

modelos de ratón xenograft de la mutación R140 mediante la introducción de células de 
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pacientes con esta mutación en ratones inmunodeprimidos (Cathelin et al., 2018; K. Yen 

et al., 2017). Exceptuando el caso del modelo desarrollado mediante CRISPR, el resto de 

modelos producidos no expresan de forma endógena las mutaciones de IDH2. 

El estudio en estos modelos ha contribuido al desarrollo de fármacos que inhiben 

las mutaciones de IDH2. Uno de ellos, enasidenib o AG-221 (Idhifa; Celgene Corp) 

(NCT03683433), es un inhibidor específico de las mutaciones R140Q y R172K (K. Yen et 

al., 2017). Actúa uniéndose al sitio alostérico de la enzima mutada, inactivándola e 

induciendo la disminución de la producción del oncometabolito y por tanto, induciendo 

la diferenciación de los blastos. Actualmente se encuentra en fase de estudio I/II/III 

aprobados por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) para tratamiento de 

pacientes con LMA refractaria o en recaída. En el primer ensayo clínico fase I/II llevado 

a cabo se estudió el efecto del tratamiento con enasidenib en 345 pacientes con 

enfermedades hematológicas con mutaciones en IDH2. En este estudio la supervivencia 

media de los pacientes con LMA refractaria y/o recaída tratados fue de 8,8 meses (Stein 

et al., 2019; Pirozzi et al., 2021). Una gran mejora en comparación con la supervivencia 

media de 3,3 meses obtenida con otras terapias (Roboz et al., 2014). Estos 

prometedores resultados han sentado la base para el empleo de enasidenib como 

tratamiento para extender la remisión y posteriormente realizar un trasplante de 

médula ósea. Como inconveniente se han reportado efectos secundarios derivados de 

este tratamiento. Se han descrito casos de síndromes de diferenciación que produce 

una gran liberación de citocinas (6 %), hiperbilirubinemia (10 %) y trombocitopenia (7 

%) (Fathi et al., 2018; Pirozzi et al., 2021). En paralelo, se están desarrollando ensayos 

clínicos para evaluar el efecto de enasidenib como terapia de mantenimiento post 

trasplante (NCT03515512 y NCT03728335) y la combinación con azacitidina en casos 

nuevos diagnosticados con mutaciones en IDH2 (NCT02677922). A pesar del riesgo de 

desarrollar el síndrome de diferenciación, el beneficio probado en los pacientes ha 

servido para conseguir la aprobación de la Agencia Europea del Medicamento para 

iniciar su uso en Europa (Ahmadmehrabi et al., 2021). 

A pesar de los grandes avances realizados en el desarrollo de nuevos fármacos, 

no se ha alcanzado la curación total de estos pacientes y en algunos casos se han 

registrado resistencias primarias y adquiridas al tratamiento. Las resistencias primarias 
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al tratamiento se han asociado con la concurrencia con mutaciones en los genes NRAS, 

CEBPA y RUNX1 (Wang et al., 2021). Por otro lado, en las resistencias adquiridas se han 

descrito casos en los que se ha adquirido una segunda mutación en trans en el gen IDH2 

en las posiciones Q316E e I319M, inhibiendo la unión del fármaco a la proteína mutante 

(Intlekofer et al., 2018). La adquisición de mutaciones en los genes IDH1, KRAS, NRAS, 

BCOR y TET2 también se ha asociado con la generación de resistencias (Wang et al., 

2021). 

Los importantes efectos de las mutaciones en IDH2 junto con su alta prevalencia 

en varios tipos de cáncer hacen que sea un gen ideal para el desarrollo de nuevos 

modelos de investigación que expresen de forma endógena las mutaciones más 

frecuentes para ayudar a una mejor comprensión de su implicación en el desarrollo de 

la enfermedad. 

2. Edición génica 

Desde el descubrimiento de la doble hélice de ADN los científicos han codiciado 

realizar cambios específicos en el genoma de células y organismos. De esta creciente 

necesidad surgió la edición génica, entendida como la introducción de modificaciones 

específicas en el genoma de organismos vivos. La capacidad de modificar la información 

genética es una herramienta fundamental en la investigación biológica y se ha aplicado 

en numerosos campos, como la mejora de especies de cultivo para aumentar su 

resistencia a entornos hostiles o su composición nutricional, la mejor comprensión de 

los procesos biológicos de numerosas especies y el desarrollo de modelos de 

enfermedades humanas y nuevos fármacos con prometedores resultados. 

2.1. Edición génica en la era pre nucleasas 

La primera estrategia empleada para modificar el genoma fue el uso de 

transposones y sustancias químicas que producen alteraciones espontáneas e 

impredecibles. Estas estrategias resultaban ser muy laboriosas y no permiten la 

introducción de cambios específicos ni dirigidos. En la década de 1980 comenzó el 

desarrollo de diferentes estrategias de edición génica que han evolucionado con el 

avance de la investigación y la tecnología. La primera estrategia de edición génica directa 

fue la modificación dirigida sin emplear rotura del ADN (Capecchi, 2005). Esta técnica se 
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basa en la introducción de una molécula de ADN homóloga a una región de interés con 

una mutación específica. Mediante la conversión por recombinación de los brazos 

homólogos de la molécula con la diana es posible introducir la modificación de interés 

para producir cambios funcionales en este gen (knock-in) o para silenciarlo (knock-out). 

La adición de genes de selección, como por ejemplo genes de resistencia a antibióticos, 

facilitó la selección de clones editados. A pesar de ser un gran avance, esta estrategia 

depende en gran medida del factor azaroso de interacción entre la molécula de ADN y 

la región diana, lo que la hace muy ineficiente (en el rango de 10-7 a 10-6) (J.-S. Kim, 

2016).  

2.2. Meganucleasas, ZFN y TALEN 

Un punto de inflexión en la evolución de las técnicas de edición génica fue la 

descripción de un gran aumento de la eficiencia de edición tras generar un corte de 

doble cadena (DSB, de las siglas en ingles Double-Strand Break) en la hebra de ADN 

(Rouet et al., 1994; Rudin et al., 1988). Los DSBs son eventos que inducen inestabilidad 

en la célula, por lo que se activa la maquinaria de reparación celular para proteger la 

funcionalidad del genoma. La reparación del ADN se realiza mediante dos mecanismos: 

la reparación precisa por homología directa (HDR, siglas del inglés Homologous Direct 

Repair) o la reparación no homóloga (NHEJ, Non-homologous end joining), que se 

caracteriza por una elevada tasa de errores. En los primeros estudios se introdujeron 

cortes mediante las nucleasas de restricción de levadura HO y I-SecI, obteniéndose un 

aumento de la eficiencia de introducción del ADN molde en más de dos órdenes de 

magnitud respecto al uso de la recombinación homóloga sin cortes inducidos. Además, 

se describió la reparación mediante mecanismos no homólogos, que resultaban en 

deleciones y/o inserciones de nucleótidos (indels) y recombinaciones (Rouet et al., 1994; 

Rudin et al., 1988). Estas nucleasas (o meganucleasas por su tamaño) producen el DSB 

tras el reconocimiento de una secuencia grande de entre 12 a 40 pares de bases (Figura 

1.5A). A pesar del gran salto producido al asociar el aumento de eficiencia con los DSBs, 

las meganucleasas presentan muchas desventajas, entre ellas la necesidad de una gran 

secuencia homóloga presente en el loci a editar, ineficiencia para producir cambios 

bialélicos y que su uso se restringe a unos pocos tipos celulares. A pesar de ello, 

marcaron el inicio de la era de la edición génica mediante nucleasas.  
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Unos años más tarde, en 1996 el investigador Chandrasegara y su equipo 

desarrollaron las nucleasas unidas a dedos de Zinc (ZFNs, siglas del inglés Zinc Fingers 

Nucleases) con la fusión del dominio nucleasa de la enzima FokI con dominios de dedos 

de Zinc de unión al ADN (Y. G. Kim et al., 1996). Cada dominio dedo de Zinc es capaz de 

interactuar con una secuencia específica de 3 nucleótidos (Figura 1.5B). De esta forma 

los ZFNs reconocen la secuencia diana de forma modular, con lo que se pueden disponer 

de varios ZFNs en un orden determinado para reconocer un sitio muy específico. Con 

esta tecnología se consiguió modificar de forma dirigida el genoma de Drosophila 

melanogaster (Bibikova et al., 2002), Caenorhabditis elegans (Morton et al., 2006), 

Zebrafish (Doyon et al., 2008), plantas (Lloyd et al., 2005; Townsend et al., 2009) y 

células humanas (Porteus, 2003). Pese a presentar un diseño más sencillo que las 

meganucleasas, son necesarios conocimientos específicos de ingeniería de proteínas 

para adaptar los dominios dedos de zinc a cada secuencia diana, lo que restringe su 

aplicabilidad. Además, se describió un efecto citotóxico significativo derivado de 

modificaciones producidas en otras secuencias similares del genoma (off targets) que 

inducían muerte celular (H. J. Kim et al., 2009). Sin embargo, el problema de la 

citotoxidad se resolvió con el descubrimiento de las proteínas TALE (siglas en inglés de 

transcription-activator-like effector) del género Xanthomonas. Las proteínas TALE son 

un tipo de proteínas de unión al ADN con capacidad de asociarse a modificadores 

transcripcionales o endonucleasas (Boch et al., 2009). Por ello, presentan un gran 

potencial para la edición génica. El dominio de unión al ADN de las TALE está formado 

por 33-35 aminoácidos que forman repeticiones en tándem. Cada dominio puede diferir 

en las posiciones 12 y 13, que determinan la unión a un nucleótido específico. Así es 

posible encontrar principalmente cuatro tipos de dominios de unión al ADN: NN, NG, 

HD y NI, que se unen preferentemente a los nucleótidos G/A, T, C y A respectivamente 

(Bhardwaj et al., 2021). La unión de estos dominios con el dominio FolkI generó una 

nueva clase de nucleasas programables, las TALENs (Miller et al., 2011) (Figura 1.5C). 

Distintas combinaciones de los dominios de unión al ADN dirigen a las TALEN a 

localizaciones específicas. La estrategia más popular es emplear dos unidades TALEN 

que al dimerizar producen un DSB (Bhardwaj et al., 2021). Otras variantes presentan 

distintas enzimas acopladas a las TALE en lugar de la enzima Fokl, como las 

endonucleasas PvuII, I-TevI, I-Anil, I-Onul y MutH (Becker et al., 2021). Todas ellas 
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presentan el inconveniente de que son específicas de secuencia. A pesar de su dificultad 

de diseño, las TALEN se siguen empleando en el desarrollo de modelos de investigación 

en numerosas especies, como hongos (Maruyama, 2021), plantas (Matres et al., 2021), 

animales (Vats et al., 2021) y células humanas (Kwon et al., 2021). A pesar de los 

inconvenientes de estas tres nucleasas, su tecnología se ha mejorado y empleado en el 

desarrollo de terapias de diversas enfermedades, actualmente en fase de estudio en 

ensayos clínicos: Meganucleasas (NCT04030195, NCT04171843, NCT04649112 y 

NCT03666000); ZFN (NCT03041324, NCT02702115); y TALEN (NCT03190278, 

NCT02746952, NCT02808442, NCT04150497, NCT03226470, NCT04416984, ALLO-605, 

NCT04093596, NCT04142619, NCT03939026, NCT04696731). 

 
Figura 1.5: Nucleasas pre-CRISPR. Las flechas blancas indican las uniones de hidrógeno entre los 
nucleótidos y proteínas; B. Nucleasas Dedos de Zinc; C. TALENs. Las flechas negras pequeñas indican 
las uniones de hidrógeno entre los nucleótidos y proteínas. Las flechas negras grandes indican el corte 
de las nucleasas en el ADN (González-Romero et al., 2019). 
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2.3. Sistema de edición CRISPR/Cas9 

 El sistema que ha revolucionado las estrategias de edición génica ha sido el 

sistema CRISPR/Cas9, de las siglas en inglés de Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9. Mientras que las anteriores 

estrategias se basan en la interacción ADN-proteína, el sistema CRISPR/Cas9 está basado 

en la interacción ADN-ARN mediante enlaces Watson-Crick. Aquí radica la diferencia 

fundamental entre los dos grupos de herramientas de edición génica, siendo el sistema 

CRISPR/Cas9 mucho más sencillo de diseñar y sintetizar. 

Las secuencias CRISPR fueron detectadas por primera vez en la eubacteria 

Escherichia coli (Ishino et al., 1987) y en la arqueobacteria Haloferax mediterranei 

(Mojica et al., 1995). En estos organismos el sistema CRISPR está formado por un 

conjunto de repeticiones cortas de nucleótidos (protoespaciadores) alternadas por 

otras secuencias, denominadas espaciadores, que derivan de secuencias de 

bacteriófagos y plásmidos invasores. En estudios llevados a cabo por el grupo de F. 

Mojica se probó que los organismos que presentaban estos espaciadores son inmunes 

frente a los patógenos con los que presentan homología en esa secuencia, y se propuso 

que actuaban como un sistema inmunitario primario adaptativo ( F.J.M. Mojica et al., 

2005; F. J. M. Mojica et al., 2009)(Figura 1.6). En estudios posteriores se han descrito un 

gran número de microorganismos con distintos tipos de sistemas CRISPR (Figura 1.7).  
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Figura 1.6. Sistema CRISPR/Cas en Streptococcus pyogenes. El locus CRISPR está compuesto por cuatro 
genes Cas, una región codificante de tracrRNA y un array de espaciadores CRISPR. Tras la transcripción 
de estos elementos, el tracrRNA, proteínas Cas9 y el precursor-crRNA (pre-crRNA), se ensamblan 
formando un pre-complejo. Una ARN III endonucleasa es capaz de cortar los pre-crRNA, dando lugar a 
complejos activos de crRNA:tracrRNA:Cas9. Cuando estos complejos se asocian a un ADN invasor con 
una secuencia PAM apropiada y homología a la secuencia espaciadora del crRNA, la Cas9 cataliza el 
DSB, produciendo la degradación de ese ADN (Mojica et al., 2016). 
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Figura 1.7: Clasificación del sistema CRISPR y de las nucleasas asociadas. Se trata de una clasificación 
funcional y estructural. El sistema se ha clasificado en clase 1 y 2 y estas a su vez en seis tipos. La 
principal diferencia entre las clases, radica en que la clase 2 emplea solo una proteína Cas, mientras la 
clase 1 presenta complejos multiproteicos. El sistema CRISPR clase I, incluye los tipos I,III y IV, que a su 
vez engloban las nucleasas Cas3, Cas10 y DinG. Por otro lado, la clase 2 presenta los tipos II, V y VI, 
donde se encuentran las proteínas Cas más aplicadas en la edición génica, la Cas9, Cas12, Cas14 y Cas13 
(W. Liu et al., 2021). 

 

La expresión ectópica de los elementos del sistema CRISPR ha permitido llevar a 

cabo edición génica, tanto por NHEJ como HDR. En 2012 se desarrolló la primera 

aplicación del sistema CRISPR/Cas9 para la introducción de DSB en una localización 

específica en el ADN (Jinek et al., 2012). A raíz de este descubrimiento, el sistema 

CRISPR/Cas9 ha producido una revolución en la investigación biológica. Las 

investigadoras Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier fueron galardonadas en 

2020 con el Premio Nobel de Química por su contribución en la adaptación del sistema 

natural CRISPR a la edición génica. Al contrario que los sistemas de edición anteriores, 

el sistema CRISPR/Cas9 se caracteriza por su sencillez. Los componentes esenciales que 

guían a la nucleasa Cas9 a su diana son dos elementos de ARN. El CRISPR RNA (crRNA) 

de 20 pares de bases con homología a la secuencia de interés y el trans-activating crRNA 

(tracrRNA). Estas dos moléculas se hibridan entre sí para formar el guide RNA (gRNA). 

Este último se hibrida a la nucleasa Cas9 y juntos migran a la localización genómica que 

presenta homología al crRNA. La región diana, además de presentar homología al crRNA, 

debe presentar una secuencia de nucleótidos específica denominada protospacer 

adjacent motif sequence (PAM) (Figura 1.8A). Esta secuencia es específica de cada 

nucleasa Cas, siendo la secuencia 5' NGG 3' la específica para la Cas9 aislada de 

Streptococcus pyogenes. Si la secuencia PAM se localiza aguas arriba de la secuencia 

homóloga, la Cas9 es capaz de producir un DSB gracias a sus dos dominios nucleasa (HNH 

y RuvC). El DSB producido con esta estrategia se ha empleado para producir la 
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inactivación de genes o la introducción de indels mediante la reparación por NHEJ, o la 

introducción de modificaciones específicas mediante HDR (Mojica et al., 2016) (Figura 

1.8B).  

 
Figura 1.8. Sistema de edición génica CRISPR/Cas9. A Esquema de los elementos del sistema 
CRISPR/Cas9. Los elementos de ARN crRNA (nucleótidos verdes) y tracrRNA se hibridan gracias a una 
región homóloga formando el gRNA. La nucleasa Cas9 es capaz de unirse al gRNA a través del tracrRNA 
y juntos se dirigen a la diana en el ADN (nucleótidos rojos). La nucleasa separa las dos hélices del ADN 
y en presencia de la secuencia PAM 5'-NGG-3' (en este esquema representada por TGG) produce el 
DSB. Las flechas negras señalan los puntos aproximados de corte. B. Tras el corte de la Cas9, el DSB 
puede ser reparado por el sistema NHEJ o mediante HDR. El NHEJ es un sistema propenso a errores, 
que puede generar indels, modificando la pauta de lectura o introduciendo codones de stop 
prematuros e inactivando el gen. Por otro lado, en presencia de una molécula de ADN molde, el DSB 
puede ser reparado mediante la vía HDR, permitiendo introducir modificaciones específicas (González-
Romero et al., 2019).  

 

Mediante modificaciones de la estructura de la nucleasa Cas9 se han derivado 

otros sistemas de edición. Mediante la inactivación de uno o los dos dominios nucleasa 

de la enzima surgieron la enzima nicasa y la enzima deadCas9 (dCas9) respectivamente. 

Mientras la primera enzima produce un solo corte en una de las hebras de ADN, la 

segunda solamente tiene la capacidad de unión al ADN. La Cas9 nicasa está indicada 

para introducir cambios puntuales (Trevino et al., 2014) con mayor especificidad ya que 

es posible emplearlas en parejas, donde una nucleasa presenta homología con la cadena 
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con sentido y otra enfrentada en la cadena opuesta generarían un DSB. Esta estrategia 

emplea un reconocimiento de 20 más 20 pb lo que hace muy improbable los eventos de 

off targeting. Por otro lado, la dCas9 puede co-expresarse con activadores (CRISPRa) o 

represores (CIRPSRi) de la expresión, siendo una herramienta muy útil en estudios de 

expresión génica. También se puede emplear para producir modificaciones epigenéticas 

acoplando la dCas9 a un modificador epigenético. Por otro lado, también se ha 

empleado para el marcaje de localizaciones específicas de la cromatina, acoplando la 

expresión de una proteína fluorescente, para inducir la interacción de regiones distantes 

de la cromatina e introducir modificaciones puntuales sin necesidad de producir un DSB 

(base editing) (Brezgin et al., 2019).  

Gracias a la simplicidad de la técnica, solamente son necesarios conocimientos 

básicos de biología molecular para diseñar un sistema CRISPR dirigido a la diana de 

interés. De esta forma el sistema CRISPR/Cas9 ya se ha empleado más allá del ámbito 

de la investigación biológica, dando lugar a numerosos fármacos para el tratamiento de 

diversas enfermedades, como infecciones bacterianas, cáncer, desórdenes 

hematológicos y enfermedades oculares (Hirakawa et al., 2020). Por otro lado, esta 

estrategia presenta una serie de inconvenientes que se deben considerar con cautela, 

especialmente la mayor probabilidad que las anteriores nucleasas de producir off 

targets. La nucleasa Cas9 tolera ciertas diferencias entre el crRNA y el ADN, lo que hace 

más probable que se hibride en regiones genómicas similares y produzca DSBs 

indeseados. Estos cortes pueden afectar a genes esenciales, como TP53, cuya inhibición 

puede acarrear un aumento de la predisposición a transformación tumoral. 

No es posible evitar totalmente los efectos off targets, pero la selección de una 

determinada secuencia diana y del gRNA puede disminuir el número de off targets y 

aumentar la eficiencia de edición. Para esta tarea se han desarrollado un gran número 

de herramientas online de predicción de los potenciales off targets. Estas herramientas 

permiten descartar secuencias gRNA con un número alto de secuencias similares y 

seleccionar aquellas con menos off-targets. Si a pesar de ello es necesario disminuir el 

número de off targets, se ha probado que gRNAs de secuencia más corta o truncados 

aumentan la especificidad del complejo gRNA:Cas9. Otras modificaciones como la 

adición de dos nucleótidos guanina o de una estructura en horquilla en el extremo 5' de 
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la secuencia homóloga también aumenta la especificad, reduciendo la actividad off 

targets(Vicente et al., 2021). Con el mismo objetivo se han desarrollado distintas 

variantes de la nucleasa Cas9 más específicas conocidas como Cas9 High Fidelity. 

Presentan modificaciones que reducen la afinidad de la Cas9 con secuencias de ADN no 

totalmente homólogas (Kleinstiver et al., 2016; Vakulskas et al., 2018). Recientemente 

se han desarrollado estrategias para evitar la unión de la nucleasa a regiones 

inespecíficas. Coelho y colaboradores han desarrollado un sistema de reducción de off-

targets denominado CRISPR Guide RNA Assisted Reduction of Damage (CRISPR GUARD). 

Esta estrategia consiste en bloquear la unión del sgRNA con zonas inespecíficas a través 

de la competición con complejos inactivos de Cas9. El complejo inactivo se genera 

empleando secuencias guía complementarias al sitio off-target de menos de 16 

nucleótidos. Esta longitud le permite unirse a la Cas9 pero no activa la actividad nucleasa 

(Coelho et al., 2020). Por otro lado, también se está implementando el uso de proteínas 

anti-CRISPR derivadas de fagos con capacidad de evasión del sistema CRISPR en 

bacterias. Estas proteínas actúan inhibiendo los procesos de unión al ADN, unión del 

crRNA con la Cas9 e inhibiendo la producción de DSB (Aquino-Jarquin, 2021). 

A pesar de las mejoras desarrolladas para garantizar la seguridad de la edición 

con CRISPR, las implicaciones éticas de sus aplicaciones en células somáticas son serias, 

pero aún son mayores en gametos y embriones. Aunque muchos países mantienen una 

política estricta de no realizar modificaciones en la línea germinal humana por estos 

motivos, al menos por ahora es posible que se haya llevado a término la gestación de 

dos niñas modificadas genéticamente en China (Cyranoski, 2019). Por ello, las 

principales figuras implicadas en el desarrollo de esta técnica de edición han firmado 

una moratoria global para retrasar la edición génica en la línea germinal humana (Lander 

et al., 2019).  

Otra de las consideraciones a tener en cuenta para llevar esta técnica a la 

práctica clínica es la eficiencia. A pesar del aumento de eficiencia en comparación con 

otras técnicas de edición, la edición mediante HDR sigue siendo subóptima. 

Actualmente se están desarrollando diferentes estrategias para su mejora in vitro, que 

deben ser testados antes de ser trasladados a la clínica. Por otro lado, se ha observado 

la presencia de anticuerpos y linfocitos T en humanos adultos y neonatos contra la 
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nucleasa Cas9. Estos anticuerpos son principalmente contra las nucleasas Cas9 aisladas 

de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes (Charlesworth et al., 2019). Se cree 

que una infección previa de estas bacterias habría generado la respuesta inmune , y esto 

ha despertado la alarma sobre una posible reacción inmunogénica tras la administración 

de los reactivos de edición génica, en un hipotético intento de terapia con CRISPR. Entre 

las  estrategias para minimizar o evitar esta reacción puede ser el uso de otras nucleasas 

CRISPR, el desarrollo de predictores in silico de predisposición inmunogénica, la 

comprensión de la respuesta inmune innata contra Cas9 con el objetivo de mejorar el 

diseño de los vectores empleados, identificar las regiones antigénicas de la nucleasa 

para desarrollar una desinmunización y, por último, aplicar inmunosupresores para 

reducir ese rechazo (González-Romero et al., 2019). 

2.4. Otras nucleasas CRISPR 

Por otro lado, a pesar de que la Cas9 aislada de S. pyogenes es la más empleada, 

también se han aislado otras nucleasas que se han incluido en la rutina de la edición 

génica. La nucleasa Cas12a o Cpf1 se aisló del género Acidaminococcus y de la especie 

Lachnospiraceae bacterium. En esta nucleasa, el crRNA no necesita de la molécula 

tracrRNA para unirse a Cpf1, reconoce una secuencia PAM rica en timina que varía 

dependiendo del organismo, y corta en puntos distintos de las dos hebras de ADN 

formando extremos romos con 4 o 5 nucleótidos en el extremo 5' (Zetsche et al., 2015). 

La nucleasa Cas13a o C2c2, al contrario que las anteriores, presenta actividad ARNasa y 

solamente necesita del elemento crRNA para unirse a la secuencia diana y algunos de 

esta nucleasa no necesitan de una secuencia PAM para producir el corte (Seohyun Kim 

et al., 2021). Una vez unido a su single-stranded RNA (ssRNA) homólogo, la Cas13a 

localiza la diana de ARN y produce el corte. Tras este evento se produce una activación 

de corte en trans de ssRNA no específicos, o lo que es lo mismo, es capaz de cortar las 

moléculas de ARN que estén a su alrededor de forma inespecífica (Granados-Riveron et 

al., 2018). Recientemente se ha descubierto la nucleasa Cas14a en el superfilum de 

arqueas extremófilas DAPNN (Harrington et al., 2018). Presenta una serie de 

características que la diferencian de las anteriores nucleasas al ser la nucleasa CRISPR 

más pequeña descrita hasta la fecha y no necesita de una secuencia PAM para realizar 

el corte. Actúa sobre  single-stranded DNA (ssDNA) y tras esto adquiere actividad de 
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corte en trans de ssDNA no específico (Aquino-Jarquin, 2019). Tanto la Cas13a como la 

Cas14a se han empleado en el desarrollo de plataformas de detección llamadas 

SHERLOCK (Specific High-Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing)(Gootenberg et al., 

2017) y Cas14-DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter) 

(Harrington et al., 2018). Estas estrategias incluyen un primer paso de reconocimiento y 

corte de la secuencia diana y, posteriormente, un corte colateral inespecífico de ssRNA 

o ssDNA unidos a marcadores fluorescentes, produciendo señales fluorescentes 

cuantificables. 

Por último, en septiembre de 2021 se ha descrito una nueva nucleasa, la Cas7-

11. El equipo de Gottenbergy y Abudayyeh descubrieron esta nueva nucleasa tras 

estudiar casi 11 billones de proteínas bacterianas in silico. Esta nucleasa está formada 

por la fusión del dominio putativo de Cas11 con múltiples subunidades Cas7. Los autores 

han programado la nucleasa Cas7-11 de Desulfonema ishimotonii (DiCas7-11) para 

inducir el corte de ARN en Escherichia coli y células de mamífero, observando una gran 

eficiencia sin detección de off targets. Esto es una ventaja frente a la nucleasa Cas13a, 

que en las mismas condiciones, produce una alta toxicidad en las células (Özcan et al., 

2021). 

2.5. Edición génica en hematología 

En el campo hematológico, el sistema de edición CRISPR/Cas9 se ha aplicado 

tanto en investigación básica como en estudios clínicos traslacionales (Figura 1.9). La 

propia naturaleza de las células hematopoyéticas permite abordar fácilmente estudios 

de edición génica con distintos objetivos. Su fácil extracción a partir de muestras de 

pacientes, su crecimiento en suspensión y fácil expansión han permitido la aplicación 

del sistema CRISPR/Cas9 en el estudio funcional de alteraciones concretas en líneas 

celulares, el desarrollo de modelos de investigación y el descubrimiento de nuevas 

dianas terapéuticas y fármacos. 
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Figura 1.9. Aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9 en la investigación y desarrollo de terapias en 
hematología. Esta técnica de edición génica ha permito el desarrollo de numerosas investigaciones 
básicas, que han permitido esclarecer los efectos funcionales de determinadas alteraciones, y generar 
modelos de investigación e identificar nuevos fármacos. Por otro lado, este sistema de edición se está 
aplicando directamente en la corrección de mutaciones causales de enfermedades hereditarias 
monogénicas, alteración de las dianas celulares de virus para evitar la propagación de infecciones y el 
desarrollo de terapias inmunológicas (González-Romero et al., 2019). 

 

Muchos estudios han probado la capacidad del sistema CRISPR/Cas9 para 

introducir alteraciones concretas en las células hematopoyéticas, ayudando al estudio 

de su papel en el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, la inactivación del gen ASXL1 

mediante el mecanismo NHEJ en células U937 sirvió para asociar esta modificación con 

defectos en la diferenciación de monocitos y macrófagos y la alteración de expresión de 

genes implicados en varias vías celulares asociadas a Síndrome Mielodisplásico (SMD) 

(Z. J. Wu et al., 2018). Por otro lado, mediante el uso de un molde de ADN con la 

secuencia correcta y el mecanismo de HDR se han generado modelos de investigación 

con las mutaciones encontradas en los pacientes, como la mutación P95H en el gen 

SRSF2 (J. Zhang et al., 2015). Por último, realizando varios cortes en el ADN ha sido 

posible reproducir algunos reordenamientos, como t(8;21)/RUNX1T1 y t(4,11)/KMT2A-
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AFF1/AFF1-KMT2A en líneas celulares y células primarias (Castaño et al., 2016; Torres et 

al., 2014).Estos ejemplos muestran como este sistema de edición permite desarrollar de 

forma precisa modelos celulares que ayudan a relacionar fenotipos de la enfermedad 

con mutaciones genéticas concretas.  

Mediante el sistema de HDR y el uso de un ADN molde también se han corregido 

mutaciones asociadas a enfermedad. Por ejemplo, se empleó esta técnica para corregir 

una mutación de pérdida de función en el gen ASXL1 en una línea celular de leucemia 

mieloide crónica (Valletta et al., 2015). Además de líneas celulares, muchos 

investigadores han aplicado la edición génica en células primarias ya que resultan una 

aproximación más directa a la terapia. Las células humanas pluripotentes inducidas 

(iPSC) son un claro ejemplo, ya que es posible aislar células hematopoyéticas de 

pacientes, reprogramarlas a iPSC, corregirlas mediante edición génica, diferenciadas a 

células hematológicas inmaduras y reintroducidas en el mismo individuo. Algunos 

ejemplos de esta aproximación sería la corrección del gen HAX1 en células iPSC aisladas 

de un paciente con neutropenia congénita severa (Pittermann et al., 2017). A pesar de 

los grandes avances producidos gracias a la tecnología CRISPR/Cas9 existen limitantes 

para poder desarrollar de forma óptima modelos de investigación en LMA. En el ámbito 

de las líneas celulares, la transfección de los elementos CRISPR es muy ineficiente debido 

a las características de las células, por lo que normalmente se emplean vectores víricos. 

Con el objetivo de mejorar la seguridad y la eficacia de la técnica es necesario desarrollar 

nuevos formatos de introducción de los componentes CRISPR en este tipo de células.  

El sistema CRISPR también se ha empleado in vivo para desarrollar modelos 

animales de desórdenes hematológicos. En ratón por ejemplo, se han desarrollado 

modelos germinales de mutaciones en el factor de splicing ZRSR1 (Horiuchi et al., 2018) 

y en los factores F8 y F9 de la hemofilia A y B (C.-T. Yen et al., 2016), entre otros. Además 

ha sido posible un gran número de genes a la vez (Rathe et al., 2015). Estos 

experimentos realizados tanto in vitro como in vivo dan gran cantidad de información 

acerca de la evolución clonal, la complejidad genómica, patrones de concurrencia y 

nuevas resistencias a tratamientos (Zheng et al., 2021).  

Por último se están desarrollando numerosos ensayos clínicos basados en la 

técnica CRISPR/Cas9 para diversas enfermedades hematológicas, como β-talasemia 
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(NCT03655678, NCT03728322), anemia de células falciformes (NCT03745287, 

NCT04443907, NCT04474536, NCT04819841, NCT04853576), infección por el virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) (NCT03164135), LMA (NCT04037566, NCT04614636, 

NCT04849910), enfermedades de células B (NCT03398967, NCT03166878, 

NCT04035434), leucemia linfoide aguda (NCT04557436, NCT04154709) y linfoma Non-

Hodgking (NCT04637763). Es de especial interés la mejora de las terapias basadas en 

células T con expresión de receptores quiméricos de antígenos específicos de virus y de 

células tumorales. Por citar algunos ejemplos, se ha probado que la inactivación del gen 

codificante de la proteína 1 de muerte celular programada (PD1) aumenta la eficiencia 

del tratamiento (Xia et al., 2019). Por otro lado, se ha probado como la eliminación del 

gen codificante del receptor de glucocorticoides en células T específicas de virus 

aumenta la eficiencia de esta terapia en pacientes inmunodeprimidos que en paralelo 

son tratados con esteroides (Kaeuferle et al., 2020). 

3. Caenorhabditis elegans como modelo de estudio de cáncer 

El gusano Caenorhabditis elegans se ha empleado ampliamente como organismo 

modelo para estudiar la enfermedad humana (Apfeld et al., 2018; Culetto, 2000; 

Markaki et al., 2010). Este animal invertebrado presenta una serie de características que 

han permitido su uso en estudios genéticos sobre el cáncer. C. elegans es un pequeño 

nematodo que de adulto puede alcanzar 1 mm de longitud. Su mantenimiento en el 

laboratorio es muy sencillo, siendo posible cultivar cientos de gusanos en placas Petri 

con la bacteria Escherichia coli como fuente de alimento. Su ciclo de vida es corto ya que 

los huevos pueden eclosionar y desarrollar gusanos adultos en solamente tres días. 

Presenta dos sexos, machos y hermafroditas, lo que es una gran ventaja en la 

manipulación genética ya que permite tanto realizar auto fecundación como 

fecundación cruzada. Además, fue el primer organismo multicelular con todo su genoma 

secuenciado. Los principales descubrimientos realizados en este modelo han sido el ARN 

de interferencia, la vía genética de la apoptosis y el uso de la proteína verde fluorescente 

como marcador biológico. Gracias a ello, el gusano es el organismo multicelular mejor 

caracterizado, empleándose principalmente en investigación sobre la biología del 

desarrollo y neurobiología. 
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La aplicación de C. elegans como organismo modelo ha aportado conocimientos 

importantes sobre procesos que se presentan alterados en cáncer, como progresión del 

ciclo celular, invasión y migración celular, señales de factores de crecimiento, apoptosis 

e inestabilidad del genoma, entre otros (Shahzad et al., 2021). La contribución del 

gusano en la investigación del cáncer se basa en tres pilares. Primero, el 45-75 % de los 

genes humanos asociados a patologías presentan ortólogos en C. elegans (Silverman et 

al., 2009). Por ello, es posible caracterizar genes oncogénicos y supresores de tumores 

humanos mediante el estudio de sus ortólogos y sus vías de actuación en el gusano. Por 

ejemplo, el estudio de C. elegans permitió el descubrimiento de los micro RNAs (Grad et 

al., 2003; Lim et al., 2003), y en concreto, la identificación de la familia de let-7 (Reinhart 

et al., 2000). En el gusano, su expresión regula la migración celular en el adulto y es la 

familia de miARNs más altamente conservada, hasta en humanos, donde actúa como 

supresores de tumores inhibiendo el crecimiento del tumor y la metástasis (Ma et al., 

2021). Otro caso similar es lin-4, el primer miARNs descrito en C. elegans (Lee et al., 

1993). Su ortólogo en humanos, miR-125b, es de los miARNs más importantes por su 

regulación de varias vías del desarrollo y progresión de varios tipos de cáncer (Peng et 

al., 2021). La alta conservación de los factores de splicing en la evolución también ha 

hecho posible desarrollar modelos de mutaciones implicadas en SMD y melanoma 

uveal. Al contrario que en modelos de ratón, en C. elegans fue viable la introducción en 

homocigosis de mutaciones missense en el ortólogo del gen SF3B1, sftb-1(Serrat et al., 

2019). Además, fue posible recrear patrones de concurrencia con otros factores de 

splicing mutados que normalmente son mutuamente excluyentes, permitiendo 

esclarecer las interacciones entre mutaciones que en otros modelos no son viables 

(Serrat et al., 2019). 

En segundo lugar, a pesar de que no se ha podido observar el desarrollo de 

tumores en C. elegans, es posible observar variaciones de procesos bien caracterizados, 

como alteraciones del desarrollo y diferenciación celular. Esto puede ayudar a la 

identificación de nuevas vías y genes involucrados en el desarrollo del cáncer. Esto se ha 

aplicado en el campo de los tumores cerebrales (Shahzad et al., 2021). En este punto, 

los modelos murinos han sido un instrumento base para esclarecer la biología de los 

tumores cerebrales humanos, pero presentan algunas limitaciones, como la 
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dependencia de trabajo con ratones inmunodeprimidos, complicados implantes de 

tumores humanos o líneas celulares en el ratón, además de los altos costes de 

mantenimiento de las colonias, protocolos experimentales tediosos y largos procesos 

para obtener los certificados éticos. Por el contrario, C. elegans es un organismo más 

simple y genéticamente más fácil de modificar y de mantener. A pesar de que el gusano 

no presenta tumores cerebrales, ha sido posible estudiar las vías moleculares alteradas. 

En glioblastoma, en un 40-50 % de los casos se da la inactivación del gen PTEN, y en 

gliomas se activa la vía de receptor tirosina quinasa/Ras/PI3K en un 88 %. En gusano, el 

aumento de la señal de Ras produce una alteración de la formación de la vulva, 

generando un fenotipo multivulva hiperproliferativo (Muv) (Shahzad et al., 2021). 

Gracias a la conservación evolutiva se ha generado un modelo de glioma con la 

activación del gen ortólogo a KRAS (let-60) y la inactivación del ortólogo de PTEN (daf-

18), que presenta el fenotipo Muv. Este modelo ofrece una alternativa para el estudio 

de las sinergias entre las vías de señalización comúnmente alteradas en gliomas 

(Shahzad et al., 2021). 

La meiosis es otra de las vías que está muy caracterizada en C. elegans. La 

homología de los genes supresores de tumores BRCA1 y BARD1 con los ortólogos en 

gusano brc-1 y brd-1 ha permitido el estudio de su implicación en la reparación del ADN 

durante la meiosis (Li et al., 2021). Gusanos con la inactivación de estos genes mostraron 

alta sensibilidad a la irradiación y mayor número de machos en la descendencia tras auto 

fecundación. Se concluyó que mientras el gen brc-1 es prescindible para la inactivación 

del cromosoma sexual durante la espermatogénesis, brd-1 juega un papel importante 

en la reparación del ADN entre secuencias heterólogas en la oogénesis y estabiliza RAD-

51. En estudios recientes se relacionaron las mutaciones de estos genes con un aumento 

de indels tras múltiples generaciones. En estos casos la vía de reparación más empleada 

resultó ser la theta-medated end joining (TMEJ) en lugar de NHEJ, produciendo una 

reparación ineficiente. Estos perfiles mutacionales resultaron ser similares a los 

encontrados en células tumorales con deficiencia de BRCA1, sugiriendo que la 

reparación por TMEJ puede contribuir a la carcinogénesis (Li et al., 2021). 

Por último, el gusano es una potencial plataforma de testado de fármacos. Se 

trata de un sistema económico y rápido de descubrimiento de fármacos ya que permite 
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realizar pruebas de validación sobre gusanos vivos y visualizar cambios en la morfología 

y/o la locomoción. Por ejemplo, se ha empleado para investigar la acción de nuevos 

inhibidores de la síntesis de ácidos grasos. La sobreexpresión de la sintasa de ácidos 

grasos se ha asociado a varios tipos de cáncer, como próstata, ovario, pecho, colorrectal 

y de pulmón. En C. elegans se confirmó el efecto del fármaco PFI09 en la inhibición de 

la síntesis de partículas lipídicas (Qu et al., 2021). Estos son algunos de los numerosos 

ejemplos de la aplicabilidad de C. elegans en el estudio de las vías moleculares alteradas 

en cáncer. Las tecnologías de cribado masivo de fármacos se han adaptado al gusano, 

permitiendo monitorizar el efecto de diferentes compuestos en placas individuales, de 

98, 384 o 1536 pocillos. De esta forma se pudieron testar 14,000 compuestos, de los que 

300 indujeron cambios de fenotipo (Silverman et al., 2009). 

Por otro lado, la entrada en escena del sistema CRISPR/Cas9 ha supuesto un gran 

avance en el desarrollo de modelos en C. elegans. Los elementos esenciales de este 

sistema (gRNA, tracrRNA y Cas9) pueden introducirse en el gusano en forma de 

plásmidos de ADN, ARN mensajero o complejos ribonucleoproteicos (RNPs). La forma 

seleccionada es inyectada en la gónada de un gusano hermafrodita, produciendo los 

cambios en la descendencia. Se han ideado distintas metodologías para seleccionar los 

animales editados de forma rápida y fácil o de obtener una población enriquecida en 

gusanos editados, con el objetivo de agilizar la selección de animales modificados. Un 

marcador muy empleado es el plásmido pRF4, que expresa el alelo dominante rol-

6(su1006) (Peixoto et al., 1998), causando que los animales se desplacen en 

movimientos circulares similares a un sacacorchos que se puede visualizar fácilmente 

con un microscopio de disección. En los casos en los que se emplea un molde para 

introducir una mutación puntual, la estrategia co-CRISPR presenta grandes ventajas. 

Esta radica en editar simultáneamente el gen de interés y un gen marcador, obteniendo 

un fenotipo visible en los gusanos editados y un marcador de la actividad nucleasa (H. 

Kim et al., 2014). La aplicación del sistema CRISPR/Cas9 en C. elegans ha permitido 

reducir enormemente los tiempos invertidos en la generación de modelos. 

Por todo lo expuesto anteriormente, C. elegans presenta un gran potencial para 

desarrollar estudios sobre los procesos moleculares involucrados en la LMA. Por medio 

de la tecnología CRISPR/Cas9 es posible desarrollar modelos con las mutaciones 
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encontradas en los pacientes y recrear patrones de concurrencia que arrojen 

información sobre las causas de las diferencias clínicas y de respuesta a tratamientos 

observada en pacientes. Esto es aplicable a las mutaciones más frecuentes en el gen 

IDH2. El CAT es una vía altamente conservada debido a su papel esencial en el 

metabolismo energético celular y con ello, también sus enzimas intermediarias, como 

IDH2. Por ello, las mutaciones de este gen encontradas en pacientes pueden tener 

efectos moleculares similares en C. elegans. Siguiendo esta estrategia, es posible 

estudiar las diferencias moleculares entre las mutaciones R140 y R172 que expliquen su 

diferente estratificación en los subgrupos de LMA.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
HIPÓTESIS 

Gracias al desarrollo de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva, las 

mutaciones del gen IDH2 se han relacionado con características clínicas y de pronóstico 

específicas en pacientes con leucemia mieloide aguda. Sin embargo, se desconoce por 

qué las mutaciones más frecuentes en este gen (R140 y R172) se asocian a subclases 

distintas de LMA, a pesar de producir el mismo efecto en la proteína. Para ello, la 

aplicación del novedoso sistema de edición CRISPR/Cas9, que ya se ha empleado para 

modificar el genoma de numerosos organismos, permitiría generar modelos específicos 

de estas mutaciones. Respecto a los modelos celulares, es sabido que las líneas celulares 

leucémicas presentan grandes dificultades de transfección y, por tanto, es necesario 

idear nuevas metodologías para editar de forma eficiente estas células. En cuanto a los 

modelos animales, el organismo modelo Caenorhabditis elegans presenta numerosas 

ventajas de manipulación y técnicas específicas para producir nuevas cepas, portadoras 

de transgenes y/o mutaciones generadas a voluntad. Todo ello, sumado a la alta 

conservación evolutiva entre los genes IDH2 humano y su ortólogo en C. elegans, hace 

que sea un potencial modelo de estudio de las mutaciones en IDH2. 

 La hipótesis de este trabajo es que es posible desarrollar nuevas estrategias de 

edición génica que permitan producir de forma rápida y eficiente modelos in vitro e in 

vivo de mutaciones implicadas en la LMA. Con este fin nos planteamos, por un lado, 

aumentar la eficiencia de transfección y edición en las células leucémicas empleando los 

elementos del sistema CRISPR en su mínima expresión, como pequeñas construcciones 

de ADN y, por otro lado, generar cepas mutantes de C. elegans en las que poder 

reproducir los efectos moleculares observados en pacientes. 
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OBJETIVOS 

El objetivo global de esa Tesis Doctoral es la aplicación del sistema CRISPR/Cas9 

para desarrollar modelos de investigación in vitro e in vivo de las mutaciones más 

frecuentes del gen IDH2 asociadas a leucemia mieloide aguda. Para ello, los objetivos 

específicos son los siguientes: 

i. Desarrollo de una metodología alternativa de introducción de los 

elementos CRISPR en células leucémicas. 

ii. Comparación de los resultados obtenidos mediante la nueva 

metodología con otras estrategias de introducción de los elementos 

CRISPR. 

iii. Desarrollo de cepas de Caenorhabditis elegans con las mutaciones más 

frecuentes del gen IDH2. 

iv. Estudio de los efectos funcionales de las mutaciones en IDH2 en las 

nuevas cepas generadas. 



 

 





 

 43 

MATERIAL Y MÉTODOS 





Material y Métodos 

 45 

MATERIAL Y MÉTODOS 
Capítulo I. Edición de genes por CRISPR in vitro 

1. Diseño de las secuencias guías de ARN 

El objetivo de editar el gen MYBL2 fue la optimización del corte de la nucleasa 

Cas9. Para ello, se escogió una región del intrón 3 del gen para diseñar la secuencia 

diana. Se empleó la secuencia disponible del gen en la base de datos del National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) y se diseño la secuencia guía manualmente, con 

una longitud de 18 nucleótidos. 

Para realizar el diseño de las secuencias guías de IDH2 se estudió mediante 

secuenciación Sanger la presencia de polimorfismos de nucleótido único (SNP) en las 

líneas celulares NB4, HL60, MOLM-13 y Katsumi-1. Esto se hizo porque cualquier cambio 

presente, que no esté descrito en la base del genoma humano, podría inhibir la 

hibridación del molde empleado para introducir la mutación R172. Para ello se amplificó 

la región de interés del exón 4 del gen IDH2 mediante la enzima Taq ADN polimerasa 

PCR Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S, K0172) y 

primers específicos. Una vez confirmada la ausencia de SNPs, se emplearon distintos 

predictores web para el diseño de las secuencias guía http://chopchop.cbu.uib.no/ 

(Labun et al., 2019) y http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ (Heigwer et al., 2014). Cada 

herramienta utiliza algoritmos propios para escoger los guías en función de su eficiencia 

y el número de posibles off targets. Se seleccionaron los ocho guías comunes en las dos 

listas producidas (Figura 2.1) (Anexo I, Tabla 2.1).  
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Figura 2.1. Localización de las secuencias guías en el exón 4 del gen IDH2. Cada línea señala la 
secuencia diana, donde la región azul indica la secuencia que se utilizó como guía y en rojo la secuencia 
PAM. En naranja se resalta la posición del nucleótido que sufre la mutación G>A. Se consideraron 
aquellos guías lo más próximos posible a la posición de la mutación. 

2. Generación de un vector CRISPR para editar el gen MYBL2 

Para realizar esto empleamos el vector pX458 (Addgene, Watertown, 

Massachusetts, USA, #48138) (Ran et al., 2013). Este vector presenta el gen de la 

Nucleasa Cas9 del organismo Streptococcus piogenes con sus codones humanizados 

(hSpCas9), sitio de clonación para una secuencia guía y el gen codificante de la proteína 

verde fluorescente (EGFP) (Figura 2.2). pX458 es un vector ampliamente utilizado en los 

experimentos in vitro (Ran et al., 2013). La expresión de la hSpCas9 se encuentra 

controlada por el enhancer del citomegalovirus humano (CMV) y el promotor b-actina 

de pollo. Ambas secuencias promueven una fuerte expresión de la nucleasa de forma 

constitutiva en una gran variedad de líneas celulares de mamífero (Hitoshi et al., 1991). 

La secuencia hSpCas9 se encuentra flanqueada por secuencias de localización nuclear 

(NLS). Estas secuencias son reconocidas por proteínas carioferinas, que permiten su 

transporte al núcleo tras la traducción. También presenta tres secuencias de epítopos 

Flag que permiten su detección mediante anticuerpos específicos. El gen codificante de 

hSpCas9 y el de la proteína GFP se encuentran acoplados transcripcionalmente. Entre 

ambos se encuentra la secuencia del péptido T2A, que permite tras la traducción, que 

la nucleasa Cas9 y GFP sean dos proteínas independientes. Por otro lado, la expresión 

de crRNA y tracrRNA se encuentran bajo el control del promotor U6 (pU6). Se trata de 

un promotor específico de la ARN polimerasa III y es activo en cualquier tipo celular. 
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Permite la transcripción eficiente de secuencias de ARN pequeñas y muy acotada a la 

secuencia requerida. Como requisito de este promotor, para que se produzca la 

transcripción la secuencia guía debe presentar una guanina en su primera posición. 

(Orioli et al., 2012). Por último, este vector presenta el gen de resistencia al antibiótico 

ampicilina. 

Para clonar el guía de MYBL2 en este vector, la secuencia guía fue sintetizada 

como primers antiparalelos (Integrate DNA Technologies, Coralville, Iowa, United 

States), con la secuencia 5'-CACC-3'en el extremo 5' del primer directo y 5'-AAAC-3' al 

extremo del primer reverso, correspondientes a los extremos cohesivos producidos por 

la enzima de restricción BbsI (Thermo Fisher Scientific, Ref. ER1011). Primer directo y 

reverso se hibridaron para formar una doble hebra mezclando 4,5 μL de cada primer a 

100 μM y 1 μL de Tampón Duplex 10X (acetato potásico 1M y Hepes 300mM ph 7,5). La 

hibridación se lleva a cabo mediante una rampa de temperatura, de 95 ºC hasta 25 ºC, 

disminuyendo 1 grado por minuto. 

Mediante la enzima BbsI se digirió el vector, produciendo extremos cohesivos 

complementarios a las secuencias añadidas en los primers. La ligación de vector y 

primers hibridados se realizó mediante la ligasa DNA T4 (Thermo Fisher Scientific, cat no 

EL0014). El producto de la ligación fue transformado en bacterias electrocompetentes 

Escherichia coli TOP10 mediante el equipo MicroPulserTM Electroporator (BIO-RAD, 

Hercules, California, United States). Estas células se sembraron en placas de cultivo LB 

con el antibiótico de selección del vector, ampicilina. Tras incubar durante 16 h a 37 ºC 

se analizaron las colonias mediante PCR colonia con un primer específico de vector y 

otro específico del inserto introducido. Esa PCR colonia se realizó mediante PCR Master 

Mix 2x (Thermo Fisher Scientific K0172). Las colonias positivas fueron amplificadas en 

medio LB líquido con ampicilina y el vector se purificó mediante el kit QIAprep Spin 

Miniprep (QIAGEN, cat no 27104). El inserto se secuenció mediante método Sanger para 

confirmar la inserción correcta de la secuencia guía. 
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Figura 2.2: Vector PX458. Este vector presenta codificados los elementos necesarios del sistema 
CRISPR. El promotor pU6 controla la expresión de la secuencia guía en células de mamífero. Mediante 
la enzima BbsI es posible clonar una secuencia guía de interés en la región sg scaffold. Esta, junto al 
tracrRNA (naranja), constituyen el sgRNA. La nucleasa hSpCas9 (azul) se expresa bajo el control del 
enhancer CMV y el promotor de b-actina. Además, está flanqueada por secuencias Flag (rosa) y 
secuencias de localización nuclear (NLS) (amarillo). El gen codificante de la proteína GFP (verde) se 
expresa conjuntamente con la nucleasa. Gracias al péptido T2A (rojo) la proteína GFP se traduce de 
forma independiente. Imagen creada con Biorender.com. 

 

3. Generación del vector pEGR-1 

Para desarrollar un sistema sencillo y fácil de producción de guías CRISPR con un 

reportero necesitábamos un vector que presentara tanto el sitio de clonación de una 

secuencia guía y sus elementos de expresión, como el casete de expresión de GFP. Los 

vectores comerciales disponibles no presentan estos elementos de forma contigua, si 

no que se encuentran separados por otros elementos, como reguladores de la expresión 

bacteriana o marcadores de selección como resistencia a antibióticos. Por ello se 

desarrolló un vector propio donde estos elementos se encuentran próximos entre si, el 

vector pEGR1. 

Para la generación del vector pEGR-1 se partió de los vectores pX458 y pEGFP-

N1. El vector pEGFP-N1 (Clontech Laboratories, Mountain View, California, United 

States) expresa el gen codificante de la proteína GFP bajo el control del 

promotor/enhancer CMV que permite su expresión en células de mamífero. También 

presenta un sitio de reconocimiento de la enzima de restricción AflII al final de la 

secuencia terminadora y de poliadenilación SV40 poly(A) y resistencia al antibiótico 

kanamicina. Sobre el vector pX458 se amplificó por PCR la región del sitio de clonación 

de la secuencia guía, promotor y terminador de expresión. Para ello se empleó la enzima 

ADN Polimerasa Phusion High Fidelity (Thermo Fisher Scientific, cat no F530L) y primers 

específicos con la secuencia diana de la enzima de restricción AflII (Thermo Fisher 
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Scientific, cat no. ER0831) (5'-CTTAAG-3') en su extremo 5'. Estos primers hibridan a 36 

pb del comienzo del promotor y a 91 pb tras el terminador de la transcripción. Este 

producto de PCR y el vector pEGPF-N1 se digirieron con la enzima AflII, generando 

extremos cohesivos. Al linealizar el vector pEGFP-N1 con esta enzima es posible clonar 

el casete de expresión de secuencia guía aguas a bajo del terminador de GFP. El vector 

de destino fue desfosforilado tras la digestión mediante Fosfatasa Alcalina (New England 

Biolab, Ipswich, Massachusetts, United States, cat no M02905). Inserto y vector se 

purificaron mediante el kit QUIAquick PCR Purification (QIAGEN, Hilden, Germany, cat 

no 28104) y ligados mediante la ligasa de ADN T4 (Thermo Fisher Scientific, cat no 

EL0014) (Figura 2.3). 

El producto de la ligación fue electroporado en células Escherichia coli 

electrocompetentes Top 10 mediante el equipo MicroPulserTM Electroporator (BIO-

RAD) y sembradas en placas LB con el antibiótico de selección kanamicina. Las colonias 

con el vector fueron seleccionadas mediante PCR colonia con primers específicos del 

inserto y amplificadas en cultivo líquido LB con el antibiótico de selección. El vector fue 

purificado mediante el kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, cat no 27104) y el inserto 

verificado mediante secuenciación Sanger. De esta forma construimos el vector final de 

trabajo pEGR-1. 

 
Figura 2.3. Generación del vector pEGR1. El vector pX458 presenta el gen de la Nucleasa hSpCas9 
(azul), sitio de clonación y expresión de una secuencia guía (promotor pU6 y sg scaffold) y el gen 
codificante de GFP (verde). El vector de destino pEGFP-N1 expresa el gen codificante de la proteína 
GFP (verde) bajo el control del promotor/enhancer CMV y de la señal de terminación y poliadenilación 
SV40 poly(A), junto a la cuál presenta un sitio de reconocimiento de la enzima de restricción AflII. La 
amplificación del casete de expresión de la secuencia guía de PX458 con primers con la diana de la 
enzima AflII permite su clonación el vector pEGFP-N1, previamente digerido con la misma enzima. La 
combinación de ambos elementos genera el vector pEGR1. Imagen creada con Biorender.com. 
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4. Generación de las construcciones por PCR que expresan las guías de ARN  

Se creó el plásmido pEGR-1 desde el cual amplificar las construcciones guía, de 

forma que contuviesen los promotores, secuencias de interés y terminadores de la 

transcripción, además de un gen reportero (EGFP), que podría ser añadido a la 

construcción a voluntad. A partir del vector pEGR1 se generaron las construcciones que 

codifican las secuencias guías de IDH2 y MYBL2 por medio de una serie de PCR de fusión. 

Para realizar cada una de las construcciones solamente es necesario modificar los 

primers específicos con las secuencias guía. Las secuencias se incorporan al extremo 5' 

de los primers con homología al sg scaffold. Uno de ellos presenta la secuencia directa 

del guía y otro con la secuencia reversa (Figura 2.4). La flecha azul representa el primer 

directo, FPCR1_F, y la flecha roja el primer reverso, FPCR2_R. Las colas naranjas 

representan las secuencias guía. Partiendo de estos dos primers, se generan los 3 

fragmentos principales que servirán para generar las construcciones. 

Mediante la pareja de primers FPCR_4F y FPCR_2R se genera el fragmento que 

presenta el casete de expresión de GFP, el promotor y la secuencia guía de interés 

(Figura 2.4.a). La pareja FPCR_1F y FPCR_1R sirve para producir el fragmento con la 

secuencia guía y el terminador SV40 poli(A) (Figura 2.4.b). Por último, la combinación 

de los primers FPCR_2F y FPCR_2R genera un fragmento que presenta el promotor pU6 

y la secuencia guía introducida (Figura 2.4.c). Gracias a las regiones solapantes entre 

estas PCRs es posible generar la construcción pU6-guía empleando los primers FPCR_3F 

y FPCR_3R fusionando el fragmento 2.4.a y 2.4.b (Figura 2.4.d), y la construcción GFP-

pU6-guía mediante FPCR_5F y FPCR_3R, fusionando los fragmentos 2.4.b y 2.4.c (Figura 

2.4.e). Todas las construcciones generadas se realizaron con la enzima ADN Polimerasa 

Phusion High Fidelity (Thermo Fisher Scientific, cat no F530L) y fueron purificadas 

mediante columna con el kit MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN, cat no 28004).  
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Figura 2.4. Estrategia de generación de las construcciones guía mediante el vector pEGR1. Este 
sistema permite generar fragmentos de expresión se secuencias guía con o sin el reportero EGFP 
mediante una combinación de sencillas PCRs. Imagen creada con Biorender.com. 

 

La generación de la construcción pU6-MYBL2 con extremos fosforilados (pU6-

MYBL2-P), se produjo fosforilando el extremo 5' de los primers FPCR_3F y FPCR_3R 

mediante la Polinucleotido Quinasa T4 (New England BioLaBS, cat no M0201S). Tras la 

fosforilación, los primers fueron purificados con el kit MinElute PCR Purification Kit 

(QIAGEN, cat no 28004) y utilizados en la PCR final para generar la construcción 

fosforilada.  

La construcción del complejo de expresión de la hSpCas9 se generó mediante 

amplificación por PCR sobre el vector hCas9 (Addgene, #41815) (Mali et al., 2013) 

(Figura 2.5). Este vector expresa la nucleasa hSpCas9 bajo el control del 

promotor/enhancer CMV. Para la amplificación por PCR se empleó la enzima ADN 

Polimerasa Phusion High Fidelity (Thermo Fisher Scientific, cat no F530L) y primers 

específicos. El primer directo, hCas9_F hibrida a 186 pb aguas arriba del 

promotor/enhancer CMV, y el primer reverso hCas9_R, que hibrida a 326 pb aguas abajo 

del gen codificante de hSpCas9, amplificando la zona terminadora y la señal poli(A). El 

producto de PCR fue purificado mediante columna con el kit de Purificación de PCR 

QIAGEN (cat no 28104). 

a. 

b. 

c. 
d. 

e. 
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Figura 2.5. Vector hCas9. En detalle se muestra la región de interés para generar la 
construcción con el complejo de expresión de hSpCas9. Este vector presenta el gen 
codificante de la nucleasa hSpCas9 (azul). La expresión de este gen está bajo control 
del promotor y enhancer CMV (gris). También presenta codificada una señal de 
localización nuclear (SV40 NLS) y una señal de terminación de la transcripción (HSVTK 
poli (A)). En detalle se muestra la localización de los primers empleados para amplificar 
esta región. Imagen creada con Biorender.com 

 

5. Mantenimiento y cultivos de las líneas celulares empleadas en este 
trabajo. 

Para testar si las construcciones guías generadas son capaces de guiar a la 

nucleasa Cas9 en el núcleo celular hasta la secuencia homóloga del genoma se empleó 

la línea celular de fácil manejo HEK293 (Graham et al., 1977). Se trata de células 

humanas embrionarias de riñón de rápido crecimiento, fáciles de manipular y 

transfectar (Stepanenko et al., 2015). Las células HEK293 se cultivaron en medio 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 1X) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, cat no 

41966-029), suplementado con 0,5 % de Penicilina/Estreptomicina 100X Solution 

(Biowest, Nuaillé, France, cat no L0022-020) y 10 % de suero bovino fetal (Gibco, cat no 

10270-106). Las células se incubaron a 37 ºC y 5 % CO2. 

Las líneas celulares leucémicas escogidas fueron: NB4, establecida a partir de un 

paciente con leucemia promielocítica aguda (Lanotte et al., 1991), HL60 (Collins et al., 

1977)y Katsumi-1 (Asou et al., 2003) establecidas a partir de pacientes con leucemia 

mieloide aguda, y MOLM-13 (Matsuo et al., 1997), establecida a partir de un paciente 

con leucemia monocítica aguda. Se cultivaron en medio RPMI 1640 (1X) (Gibco, cat no 

21875-034), suplementado con 1 % Penicilina/Estreptomicina 100X Solution (Biowest, 

cat no L0022-020) y 10 % suero bovino fetal (Gibco, cat no 10270-106) a 37 ºC y 5 % CO2. 
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6. Edición en la línea celular HEK293 

Para testar la efectividad de las construcciones generadas por PCR que codifican 

las guías CRISPR, se transfectaron en células HEK293 mediante el reactivo Lipofectamina 

3000 (Invitrogen, Carlsbad, California, United States, cat no 15282465) (Hirko et al., 

2003). El procedimiento para las distintas pruebas realizadas fue el siguiente. Veinte y 

cuatro horas antes de la transfección se sembraron 9x104 células HEK293 por pocillo en 

placas de 24 pocillos con medio de cultivo completo. Uno de los pocillos fue transfectado 

con el vector comercial pMAXGFP (Lonza, Basel, Switzerland), con expresión de la 

proteína GFP, sirviendo como control positivo de la transfección. Para probar la 

estrategia cold shock descrita por el grupo de D. Zho y J.N Feder, en la cuál registraon 

un aumento de la eficiencia de edición cultivando las células a temperaturas inferiores 

a 37 ºC (Guo et al., 2018), las células transfectadas se cultivaron a 32 ºC. Para todas las 

condiciones de transfección y cultivos testados, cuarenta y ocho horas post transfección 

se extrajo el ADN de las células mediante el kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, 

cat no 51304). Tras esto se prosiguió con la comprobación de la eficiencia de corte de la 

nucleasa mediante el ensayo con la enzima endonucleasa T7 EI. 

7. Optimización de la edición en células HEK293 

Distintas cantidades de construcción pU6-guía se testaron para obtener la 

máxima eficiencia de corte. Para ello se emplearon distintas cantidades de la 

construcción pU6-MYBL2 y del vector hCas9. Se estudiaron los siguientes ratios molares 

de vector hCas9-construcción pU6-MYBL2: 500 ng hCas9 – 23,3 ng pU6-MYBL2 (Ratio 

1:1); 250 ng hCas9 – 12 ng pU6-MYBL2 (Ratio 1:1); 250 ng hCas9 – 35 ng pU6-MYBL2 

(Ratio 1:3); 250 ng hCas9 – 60 ng pU6-MYBL2 (Ratio 1:5); y 150 ng hCas9 – 7 ng pU6-

MYBL2 (Ratio 1:1). 

Para comprobar si la fosforilación de los extremos 5' de las construcciones 

producía un aumento de la eficiencia de corte se transfectó la construcción pU6-MYBL2-

P junto al vector hCas9. En paralelo, se transfectaron también la construcción no 

fosforilada y el vector pX458, ambos con la misma secuencia guía. Para transfectar las 

construcciones se emplearon 250 ng del vector hCas9 y 35 ng de construcción. En el caso 

del vector PX458, se transfectaron 500 ng.  
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Por último, el casete de expresión de hSpCas9 en forma de PCR se transfectó 

junto a la construcción pU6-MYBL2. Se testaron dos cantidades, 140 ng y 250 ng, 

manteniendo la cantidad de construcción guía a 35 ng. 

8. Edición del gen IDH2 en las células HEK293 

Partiendo de las mejores condiciones obtenidas con la construcción pU6-MYBL2 

se pasó a seleccionar el guía más eficiente para editar el gen IDH2. Se generaron ocho 

construcciones guías contra el gen IDH2 partiendo de las ocho secuencias guías 

diseñadas. Cada guía fue transfectada, junto al vector hCas9 en las células HEK293. Se 

emplearon 35 ng de construcción guía y 250 ng de vector hCas9. Los guías pU6-IDH2_3 

y pU6-IDH2_8 se transfectaron también de forma conjunta debido a que se localizan 

muy próximas y flanquean la posición de la mutación R172. Una vez seleccionada el guía 

más eficiente, se empleó el casete de expresión de la nucleasa hSpCas9 en forma de PCR 

en lugar del vector hCas9 para comparar las eficiencias de corte. 

Para la introducción de la mutación IDH2R172 se empleó la combinación de los 

guías pU6-IDH2_3 y pU6-IDH2_8, el vector hCas9 y una molécula oligonucleotídica de 

cadena única (ssODN) (Integrate DNA Technologies) homóloga a la región de IDH2 a 

modificar como donador (Figura 2.6) (Anexo I, Tabla 2.2). La secuencia ssODN presenta 

el cambio que produce la mutación R172, el cambio del codón 172 AGG por AAG. Se 

testaron dos concentraciones del ssODN, 5 µM y 10 µM. También se probó la eficiencia 

de edición empleando un ssODN con la secuencia anti sentido. Cuarenta y ocho horas 

post transfección se extrajo el ADN de las células y se realizó el estudio de la eficiencia 

de edición. 
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Figura 2.6. Diseño ssODN. Esquema del diseño ssODN centrado en la zona con modificaciones. La 
primera secuencia representa la secuencia salvaje del gen IDH2. La segunda secuencia representa el 
ssODN. Ambas secuencias se representan divididas por tripletes. En negrita se resaltan los nucleótidos 
que han sido modificados en el ssODN. Además de la mutación (nucleótido naranja), es necesario 
modificar las secuencias PAM de los guías IDH2_3 e IDH2_8 para evitar que la nucleasa Cas9 corte el 
gen tras la edición (nucleótidos rojos). Se modificaron mediante cambios sinónimos que no alteran la 
secuencia proteica. El cambio sinónimo de la secuencia PAM del guía IDH2_3 introduce un sitio de 
reconocimiento de la enzima de restricción HhAI 5'-GCGC-3' (New England BioLabs, cat no R0139S). 
Esto permite evaluar la eficiencia de edición mediante ensayos de RFLP. Al no ser posible modificar la 
parte esencial de la secuencia PAM de IDH2_8 sin alterar la secuencia de la proteína se introdujeron 7 
cambios silenciosos a lo largo de la secuencia diana del guía para evitar el corte por la nucleasa 
(nucleótidos en azul). La molécula ssODN se completa con dos brazos homólogos de 35pb, presentado 
un tamaño final de 98 nucleótidos. El ssODN fue sintetizado como Ultramer Oligonucleotides 
(Integrated DNA Technologies). 

9. Ensayo de eficiencia de corte mediante Endonucleasa T7 I 

La enzima Endonucleasa T7-I (T7 EI) se emplea para determinar el porcentaje de 

indels producidos en la región genómica donde se ha guiado a la nucleasa y, en 

consecuencia, la eficiencia de los sistemas CRISPR/Cas9 (Figura 2.7). Tras 48 h post 

transfección se extrajo el ADN de las células, y se amplificó la región modificada 

mediante la ADN polimerasa Phusion High-Fidelity y primers específicos. Las células 

transfectadas con el vector pMAXGFP se emplearon como control negativo de edición. 

Los productos de las PCRs se comprobaron y purificaron mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 0,8 %. El fragmento de PCR es purificado del gel mediante purificación por 

columna con el kit comercial E.Z.N.A Gel Extraction (OMEGA bio-tek, Norcross, Georgia, 

United States, cat no D2500-02). Una vez purificado el producto de PCR se siguieron las 

instrucciones comerciales de la T7-EI (New England Biolabs, cat no M0302L). El producto 

amplificado por PCR presenta un conjunto heterogéneo de secuencias, donde algunas 

presentan los indels producidos tras el corte por la nucleasa, y otras no presentan 

cambios. Este conjunto fué sometido a una rampa de temperaturas para producir la 

desnaturalización de las hebras de ADN y una hibridación rápida, de forma que se 

pueden hibridar secuencias con indels con secuencias salvajes. En este caso, se crea un 

heteroduplex u horquilla en la zona de no homología entre secuencias. Este 
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heteroduplex es reconocido por la enzima T7-EI y produce un corte de doble cadena. Así, 

tras el corte por la T7-EI, se producen fragmentos de un tamaño más pequeño, y las 

secuencias que se han hibridado con sus homólogos permanecen con su tamaño original 

(Reyon et al., 2012). 

Los productos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en un gel de 

poliacrilamida al 10 % y se tiñó con SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, cat no S33102). 

Como resultado se espera observar una banda de mayor tamaño, correspondiente a las 

secuencias sin digerir y dos bandas de tamaño menor generadas por el corte de la 

enzima T7 EI. El experimento se realizó por duplicado, donde a una de las muestras no 

se le adiciona la T7 EI. El duplicado sirvió para asegurar que las bandas observadas se 

deben al efecto de la enzima y no a bandas inespecíficas de la PCR. 

Se empleó el programa ImageJ para estimar el porcentaje de indels producidos. 

Se midió la intensidad integrada de las bandas correspondientes a los productos 

digeridos y los no digeridos. Mediante la siguiente fórmula se calcularon los porcentajes 

de indels: 

Indel (%) = 100 x (1 - !1 − 𝑓𝑐𝑢𝑡 ) 

𝑓𝑐𝑢𝑡 corresponde a la fórmula (b+c)/(a+b+c), donde b y c corresponden a la 

intensidad de banda de los productos digeridos y a la intensidad de la banda no digerida. 
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Figura 2.7. Ensayo de la enzima Endonucleasa T7 I. A las 48 h post transfección se extrae el ADN 
genómico de todas las células y se amplifica la región genómica donde se ha guiado la nucleasa Cas9. 
Los primers empleados se encuentran a distancias dispares del punto de corte esperado de la Cas9. 
Esto hace que los posibles cambios introducidos en el proceso de reparación no se encuentren en la 
parte central del amplificado. De esta forma se obtiene un conjunto formado por amplificados con la 
secuencia salvaje sin editar y otros editados (rojo). Este conjunto se somete a una rampa de 
temperaturas que fuerza la desnaturalización de la doble hebra del ADN y la hibridación aleatoria. En 
este paso se puede dar la hibridación de una hebra editada con una salvaje, formándose una horquilla 
en la zona de no homología entre ambas hebras. Esta estructura es reconocida por la enzima T7-EI, 
produciendo un corte de doble cadena y generando dos fragmentos de ADN más cortos. Esta diferencia 
de tamaños se observa en un gel de poliacrilamida y se emplea para cuantificar el porcentaje de indels 
producidos. Imagen creada con Biorender.com 
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10. Ensayo de eficiencia de edición mediante RFLP 

La determinación de la eficiencia de edición de la mutación R172 se llevó a cabo 

mediante ensayo de RFLP. La diana de HhAI introducida en el ADN genómico por 

recombinación homóloga, ya que el ssODN contiene este cambio, permite detectar y 

cuantificar el porcentaje de edición producido. 

Una vez extraído el ADN de las células a las 48 h post transfección, la región del 

gen IDH2 a analizar se amplificó usando los mismos primers empleados en el ensayo de 

T7-IE. El producto de PCR se comprueba y purifica siguiendo el mismo protocolo que 

para el ensayo de T7-EI. El producto fue digerido mediante la enzima HhAI, siguiendo las 

recomendaciones del protocolo comercial. Tras la digestión, el producto se carga en un 

gel de poliacrilamida al 10 %. Al igual que en el experimento de T7-I, el gel es teñido con 

SYBR Safe DNA Gel Stain. Si la enzima detecta su diana produce un corte en la doble 

hebra generando dos fragmentos de tamaños diferentes. De esta forma se espera, al 

igual que en el ensayo de la T7-EI, tres bandas tras la digestión: una de mayor tamaño, 

correspondiente a las secuencias sin editar (homodúplex), y dos más pequeñas, 

resultado de las secuencias digeridas (heteroduplex). Al igual que en el apartado 

anterior, cada ensayo se lleva a cabo por duplicado, donde una de las réplicas es 

procesada con el protocolo de digestión, pero sin adicionar enzima y el ADN de las 

células transfectadas con el vector pMAX se utiliza como control negativo de edición. 

La imagen del gel es procesada mediante el programa ImageJ y se miden las 

intensidades de banda relativas. Para calcular la eficiencia de edición se emplea la 

fórmula presentada en el apartado anterior, (b+c)/(a+b+c), donde b y c corresponden a 

la intensidad de banda de los productos digeridos y a la intensidad de la banda no 

digerida. 

11. Edición del gen IDH2 en líneas celulares leucémicas 

Tras la optimización y prueba de efectividad de las construcciones guías 

desarrolladas por PCR en las células HEK293 se pasó a emplearlas sobre las líneas 

celulares leucémicas. Estas células presentan eficiencias de transfección muy bajas 

(Zhou et al., 2016). Por ello, se desarrollaron líneas celulares leucémicas con expresión 

constitutiva de la nucleasa hSpCas9 mediante transducción con lentivirus. Una vez 
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establecidas estas líneas celulares se emplearon para probar la eficiencia de edición de 

las construcciones guía desarrolladas. 

12. Desarrollo de líneas celulares con expresión constitutiva de la nucleasa 
Cas9 

Para desarrollar líneas con la integración del gen codificante de la nucleasa y sus 

reguladores de expresión primero se generaron lentivirus con el vector de transferencia 

lentiCRISPR V.2 (Addgene, #52961) (Sanjana et al., 2014) (Figura 2.8). 

 
Figura 2.8. Vector LentiCRISPR V.2. Diagrama que describe la estructura del vector LentiCRISPR v.2. 
Este vector viral. presenta el gen codificante de la hSpCas9 bajo el control del promotor EF-1a. 
Acoplado transcripcionalmente se encuentra el gen de resistencia al antibiótico puromicina. Separando 
ambos genes se encuentra la secuencia del péptido 2A. Tras la traducción, este péptido es capaz de 
auto cortarse, lo cual permite que ambas proteínas se expresen de forma independiente. Por último, 
la hSpCas9 presenta una secuencia NLS que permite su transporte al núcleo tras la traducción. Estas 
secuencias se encuentran flanqueadas por una serie de elementos génicos que permiten el 
empaquetamiento del vector en las partículas víricas. Estos elementos son la señal de 
empaquetamiento VIH-1Y; la secuencia RRE y las secuencias cPPT-CTS. Además, presentan secuencias 
repetidas terminales (LTR) en los extremos 5' y 3' que permiten la integración de la hSpCas9, el gen de 
resistencia a puromicina y sus elementos reguladores en el genoma de la célula huésped. Estas 
secuencias LTR se encuentran modificadas por cuestiones de bioseguridad (Durand et al., 2011). 
Imagen creada con Biorender.com 

Los lentivirus se desarrollaron mediante un sistema de segunda generación, 

empleando el vector de empaquetamiento psPAX2 (Addgene, #12260;) (Trono lab, no 

publicado), y el vector de envoltura fue pMD2.G (Addgene, #12259) (Trono lab, no 

publicado). 

La producción de lentivirus se realizó en células HEK293T en cultivo. Se 

mantienen en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 1X) (Gibco, 

cat no 41966-029), suplementado con 0.5 % de Penicilina/Estreptomicina 100X Solution 

(Biowest, cat no L0022-020) y 10 % de suero bovino fetal (Gibco, cat no 10270-106). Las 

células se incuban a 37 ºC y 5 % CO2. Un día antes a la transfección, se sembraron 3x106 

células HEK293T en una placa Petri de 10 cm. Al día siguiente las células fueron 

transfectadas mediante el método de Cl2Ca con el vector de transferencia lentiCRISPR 
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V.2 y los vectores psPAX2 y pMD2.G. A las 48 h post transfección, se recoge el 

sobrenadante donde han sido liberados los virus generados. Se filtra mediante un filtro 

de nitrocelulosa de 0,45 µm y almacenados a -80 °C hasta su uso. 

Se infectaron 5x105 células NB4, HL60, MOLM-13 o Katsumi-1 con 100 µL del 

sobrenadante con virus y Polibrene (Merck, Kenilworth, New Jersey, United States, cat 

no TR-1003-G) a una concentración final de 4 µg/µL. Tras 24 h, las células se 

centrifugaron y se resuspendieron en medio RPMI completo con el antibiótico de 

selección puromicina (0,6 µg/mL) (InvivoGen, San Diego, California, United States, cat 

no ant-pr-1). Tras mantenerlas siete días en cultivo, se aisló el ADN de las células 

transducidas mediante el kit comercial QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, cat no 51304). 

Se confirmó la presencia de la nucleasa hSpCas9 mediante PCR empleando la ADN Taq 

polimerasa (PCR Master Mix 2x, Thermo Fisher Scientific K0172) con primers específicos 

de la nucleasa. De las distintas líneas transducidas las líneas celulares positivas fueron 

NB4, HL60 y MOLM13, que se denominaron NB4-Cas9, HL60-Cas9 y MOLM-13-Cas9 para 

distinguirlas de las líneas celulares de origen. Las líneas celulares positivas se mantienen 

en medio suplementado con 0,2 µg/mL de puromicina. 

Se testó la funcionalidad de la hSpCas9 insertada empleando la construcción 

pU6-IDH2_1. Para introducir las construcciones que codifican las secuencias guías, en 

estas células se utilizó la técnica de nucleofección de Amaxa (Lonza). Esta tecnología se 

basa en el desarrollo de poros en la membrana celular mediante pulsos eléctricos. Estos 

poros permiten que el ADN exógeno entre al citoplasma nuclear y sea translocado al 

núcleo. Para ello también es necesario el uso de tampones de nucleofección específicos 

de la línea celular con la que se esté trabajando. Amaxa ha desarrollado protocolos y 

buffers de nucleofección específicos para las líneas HL60 y NB4, pero en el momento de 

desarrollo de los experimentos no ofrecían protocolos específicos para la línea celular 

MOLM-13. Por ello, las líneas MOLM-13 y MOLM-13-Cas9 fueron descartadas para 

continuar con los experimentos. 

Para adaptar la cantidad de construcción guía necesaria para editar las células 

leucémicas se partió de las concentraciones recomendadas por el protocolo comercial. 

El protocolo comercial de Amaxa recomienda emplear hasta 2 µg de plásmido de ADN 

para las líneas celulares seleccionadas. Se consideró una relación equimolar para 
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calcular la cantidad de guía a emplear. Considerando 2 µg de plásmido de ADN de 3 kb 

se empleó 266 ng de construcción pU6-IDH2_1. Además de esta cantidad se testaron 

también 400 ng y 800 ng de la construcción pU6-IDH2_1. Siguiendo esas condiciones se 

nucleofectaron 2x105 células. Se empleó el aparato 4D-Nucleofector System (Lonza, 

Basilea, Switzerland) y los programas específicos para cada línea celular, CZ-100 para las 

células NB4-Cas9 y EN-138 en el caso de las HL60-Cas9. Tras la nucleofección las células 

se cultivan en placas de 24 pocillos con medio RPMI completo y se incuban a 37 ºC y 5 

% de CO2. Se utilizó el vector pMAXGFP como control positivo de transfección, 

comprobando la expresión de GFP en ese pocillo a las 24 h. A las 48 h post transfección 

se realiza la extracción de ADN de cada muestra, seguido del protocolo del ensayo de 

eficiencia de corte por la enzima T7-EI. 

13. Eficiencia de nucleofección de las líneas leucémicas  

La eficiencia de nucleofección se testó en las células HL60-Cas9 y NB4-Cas9. Se 

nucleofectó la construcción GFP-pU6-MYBL2 (2033 pb), el vector PX458-sgMYBL2, de 

mucho mayor tamaño que la construcción guía (9288 pb) y el vector comercial pMAXGFP 

de tamaño medio (2030 pb). Se nucleofectaron 2x105 células con 800 ng de vector 

PX458, 800 ng de construcción GFP-pU6-MYBL2 o 500 ng de vector pMAXGFP. Los 

programas de nucleofección empleados son los mismos que se han detallado en el 

apartado anterior. A las 24 h post transfección se analizó el ratio de células GFP positivas 

en cada condición mediante el citómetro FACSDiva 8.0.1 (BD, Franklin Lakes, New 

Jersey, United States). Estos experimentos se repitieron por triplicado. 

14. Optimización de la edición del gen IDH2 en células NB4-Cas9 

Empleando la combinación de guías más eficiente para editar el gen IDH2 en las 

células HEK293 (los guías IDH2_3 e IDH2_8) primero se optimizó la cantidad óptima de 

construcción para editar el gen IDH2 en las células NB4-Cas9. Se compararon las 

diferencias de edición empleando dos cantidades, 800 ng y 1,5 µg totales entre ambas 

construcciones. Estos experimentos se realizaron por triplicado y se calculó su eficiencia 

de corte mediante el ensayo T7-EI a las 48 h post nucleofección. 

También se testó la cantidad de ssODN más eficiente para introducir la mutación 

R172 en estas células. El ssODN testado en HEK293 se transfectó a 10, 100, 200, 300 y 
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500 µM, junto a 1,5 µg de las construcciones guías. Las eficiencias fueron calculadas 

mediante ensayo por RFLP. Todos los experimentos se repitieron por triplicado. 

15. Edición del gen IDH2 en células NB4 

Las células NB4 sin expresión constitutiva de la nucleasa hSpCas9 se editaron 

mediante complejos RNPs y la construcción de expresión de hSpCas9. 

Para desarrollar los complejos de RNPs se adquirieron los guías en formato RNA 

como AltR™ CRISPR-Cas9 crRNA (Integrate DNA Technologies) (crIDH2_3 y crIDH2_8); la 

molécula tracrRNA en formato Alt-R™ CRISPR-Cas9 tracrRNA (Integrated DNA 

Technologies, cat no 1072533) y la nucleasa hSpCas9 recombinante como Alt-R™ S.p. 

Cas9 Nuclease 3NLS (Integrated DNA Technologies, cat no 1074182).  

Los AltR™ CRISPR-Cas9 crRNA presentan una secuencia complementaria al Alt-

R™ CRISPR-Cas9 tracrRNA por la cual pueden hibridarse. Cada crRNA se mezcla a 

condiciones equimolares con el tracrRNA para formar dos dúplex de 20,3 µg (sgIDH2_3 

y sgIDH2_8). La hibridación se lleva a cabo a 95 ºC durante 5 min siguiendo las 

especificaciones comerciales. 17 µg de Alt-R™ S.p. Cas9 Nuclease 3NLS se añade a cada 

dúplex y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min para formar los dos 

complejos RNPs. Doscientas mil células NB4 fueron nucleofectadas con cantidades 

finales de 40,6 µg de sgRNAs y 34 µg de nucleasa Cas9. Para los experimentos de edición 

se añadió 100 µM de ssODN a la nucleofección. Como en los apartados anteriores, un 

pocillo fue nucleofectado con el vector pMAXGFP, y se comprobó la presencia de células 

GFP positivas a las 24 h como control de la nucleofección. A las 48 h se extrajo el ADN 

de las distintas muestras y se llevaron a cabo los correspondientes ensayos de eficiencia 

de corte o de edición. Estos experimentos se realizaron por triplicado. 

Por último, a pesar de la baja eficiencia de corte obtenida en las células HEK293 

con la hSpCas9 en forma de PCR, se probó a nucleofectar 800 ng del casete de expresión 

la hSpCas9 en forma de PCR, junto 1,5 µg de los guías de IDH2. 

16. Análisis de la eficiencia de edición y los posibles efectos off-targets 
mediante secuenciación masiva. 

Mediante la herramienta web Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-

offinder/) (Bae et al., 2014) se seleccionaron los potenciales off-targets para los guías 
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IDH2_3 e IDH2_8. Se obtuvieron cuatro posibles off targets para el guía IDH2_3 y doce 

para el guía IDH2_8 (Anexo I, Tabla 2.3).  

El estudio se realizó con el ADN de las células NB4 editadas mediante RNPs (NB4 

RNP); células NB4 editadas mediante casete de hSpCas9 en forma de PCR y las 

construcciones guías (NB4 PCR); y células NB4-Cas9 editadas mediante construcciones 

guías (NB4-Cas9 Edición). Además, se incluyó el ADN células NB4 y NB4-Cas9 sin 

modificar como controles. 

Los amplicones se generaron mediante dos tandas de PCR. En la primera 

reacción, se emplearon primers específicos para cada diana que, además de la secuencia 

homóloga, presentan una secuencia adaptadora. Tras llevar a cabo la primera reacción, 

las PCRs fueron purificadas mediante el método Ampure XP (Beckman Coulter, Brea, 

California, United States, cat no A63881). En la segunda reacción, las PCRs fueron re 

amplificadas con un primer directo complementario a la secuencia adaptadora 

introducida en la primera reacción y con un primer reverso, que además de ser 

complementario al adaptador presenta una secuencia identificadora. Gracias a esta 

secuencia es posible diferenciar de que muestra procede cada secuencia. La segunda 

tanda de PCRs también fue purificada mediante Ampure XP. La librería se generó 

mezclando las PCR finales a concentración equimolar siguiendo el protocolo comercial. 

Para realizar la secuenciación, la mezcla se cargó en un cartucho Micro MiSeq Reagent 

Kit V2 (500 ciclos) (Illumina, San Diego, CA, USA) y secuenciado mediante la plataforma 

MiSeq (Illumina). 

Los archivos fastaq.gz generados tras la secuenciación se analizaron mediante el 

programa informático CRISPResso2 (Clement et al., 2019). Este programa, con versión 

web (https://crispresso.pinellolab.partners.org/submission) y por línea de comandos, 

permite la cuantificación y visualización de los resultados de la edición y la evaluación 

de los efectos off targets. De forma automática, este programa realiza primero un 

filtrado de las lecturas de baja calidad y elimina los adaptadores, si fuera necesario. 

Continúa con el alineamiento de las secuencias con el amplicón de referencia y 

cuantifica la proporción de indels introducidos por el mecanismo de NHEJ y la edición 

de la mutación R172 mediante HDR. Tras el análisis, genera varios gráficos resumen que 
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permiten evaluar la edición producida y archivos de texto con los resultados para 

realizar análisis posteriormente (Pinello et al., 2016).  

Para el estudio de las posibles modificaciones en los off targets seleccionados se 

empleó la herramienta CRISPResso2 Compare. Esta variante del mismo software 

permite comparar análisis previos realizados con CRISPResso2 sobre un mismo amplicón 

entre distintas muestras (muestra control y muestra editada), y a su vez compararlas 

con la secuencia de referencia. 

Capítulo II. Edición de genes por CRISPR in vivo. 

1. Material 

En este apartado se especifican los materiales y soluciones relevantes para el 

trabajo con el gusano nematodo C. elegans. 

1.1. Medio NGM 

El medio Nematode Growth Medium (NGM) es el medio de crecimiento de C. 

elegans. Está compuesto por NaCl (3 g/L), Agar (20 g/L), Peptona (2,5 g/L), MgSO4 1M (1 

mL/L), colesterol 5 mg/mL (1 mL/L), Nistatina 12,5 mg/mL (1 mL/L), CaCl2 1M (1 mL/L), 

KPO4 1M (25 mL/L) y agua Milli-Q. Tras autoclavar los compuestos se añaden el MgSO4, 

colesterol, nistatina, CaCl2 y KPO4 al medio. Se plaquea en placas Petri en condiciones 

de esterilidad y se deja solidificar. 

1.2. Solución M9 

La solución M9, que es un suero fisiológico, se emplea para recoger los gusanos 

y se usa también para cultivarlos, junto con otros componentes. Además, para 

sincronizar los cultivos, es capaz de mantener vivos los animales, y permite su 

crecimiento en ausencia de comida, desde el estadio de embrión al de larva de estadio 

L1. Se prepara disolviendo Na2HPO4 (6 g/L), KH2PO4 (3 g/L), NaCl (5 g/L) y MgSO4 1M (1 

mL/L) en agua Milli-Q y posterior autoclave. 

1.3. Solución de lisis 

Esta solución se emplea para lisar los gusanos y obtener el ADN genómico. Sus 

componentes son Buffer PCR 10X Taq DNA Polimerase (Merck, Ref 11146173001) (1 mL/ 

5 mL), MgCl PCR 10X Taq DNA Polimerase (150 µL/ 5 mL), b– Mercaptoetanol (Thermo 

Fisher, Ref 10367100) (50 µL/ 5 mL), Tween 20 (Sigma, Ref P9416-50ML) (22,5 µL/ 5 mL). 
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Se mantiene a 4 ºC y antes de su uso se le añade Proteinasa K (Merck, Ref 3115801001) 

(5 µL/ 100 µL solución de lisis) para que pueda romper la cutícula del gusano. 

1.4. Solución de lejía 

Esta solución es empleada para la sincronización de un gran número de gusanos 

mediante la lisis de gusanos adultos hermafroditas, que contienen muchos embriones 

en el útero, y la obtención de la descendencia en estadio de embrión. Está compuesta 

por NaCIO comercial (1 mL), NaOH 1M (2,5 mL), Solución M9 (4 mL) y ddH20 (500 µL). 

2. Cepas C. elegans 

Los cultivos de C. elegans se han desarrollado como se ha descrito previamente 

(Brenner, 1974). Brevemente, los gusanos se cultivan en placas de Petri (55 mm x 16 

mm) con medio NGM con una capa de bacteria OP50. Todas las cepas se mantienen a 

20 ºC. Se empleó la cepa salvaje estándar Bristol N2, o comúnmente denominada N2 

(Brenner, 1974) obtenida del Caenorhabditis Genetic Center (CGC, Minneapolis, MN, 

USA). Las cepas generadas fueron establecidas mediante microinyección en la cepa N2 

(Anexo I, Tabla 2.4). 

3. Estudio de conservación evolutiva 

Se emplearon distintas bases de datos públicas para estudiar la homología entre 

los genes ortólogos IDH2 e idh-2 en C. elegans. Mediante la base de datos Ensembl 

(Howe et al., 2021) se estudió la conservación filogenética del gen IDH2 y su similitud 

con idh-2. Con esta base de datos también se compararon los dominios funcionales 

predichos de los transcritos codificados. Por último, se empleó la base de datos DIOT 

(Hu et al., 2011) para estudiar la similitud entre las secuencias de aminoácidos 

codificadas. 

4. Generación de gusanos knock-in mediante el sistema CRISPR/Cas9 

Gracias a la gran rapidez con la que avanza la tecnología de edición CRISPR/Cas9 

nos planteamos emplear la técnica co-CRISPR (H. Kim et al., 2014; Paix et al., 2017) para 

desarrollar los nuevos modelos de investigación dada su alta eficiencia y rapidez. 

Empleamos una adaptación realizada por el grupo de investigación del Dr. Julián Cerón 

(Instituto IDIBELL, Barcelona, España). Esta estrategia radica en introducir una mutación 

puntual en el gen dpy-10, a la vez que se modifica el gen de interés. La modificación del 
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gen dpy-10 produce una alteración de la cutícula del gusano, haciendo que solo pueda 

desplazarse mediante movimientos en espiral (movimiento rol) (Arribere et al., 2014), si 

ha habido una edición en dpy-10. Este co-marcador nos indica que la maquinaria CRISPR 

ha funcionado correctamente en el animal inyectado y que, con cierta probabilidad, 

también podría haberse modificado el gen de interés (un 5-50 % de la descendencia 

Roller en la F1 presentan la edición en el gen de interés, dependiendo de los guías 

empleados) (Paix et al., 2017). Si, por el contrario, se produce el corte por la nucleasa 

pero no la edición por recombinación homóloga en dpy-10, los gusanos desarrollarían 

un tamaño anormalmente corto del cuerpo o fenotipo dumpy. (Figura 2.9). En ambos 

casos sabemos que CRISPR ha funcionado, y que es posible que nuestro gen de interés 

pueda estar editado. 

 
Figura 2.9: Estrategia de edición génica co-CRISPR. Los complejos de RNPs pre ensamblados se 
inyectan en la gónada de un hermafrodita adulto. Los animales F1 que presentan el fenotipo rol son 
aislados, permitiendo que se reproduzcan por autofecundación. Tras la puesta de huevos, la F1 es 
genotipada para detectar los gusanos heterocigotos. Los gusanos F2 de las placas heterocigotas son 
aislados en placas individuales para su autofecundación. De nuevo, tras la puesta de los huevos se 
genotipan para identificar a los homocigotos. Una vez establecidas las líneas homocigotas se procede 
a la confirmación de la edición mediante secuenciación Sanger. Imagen creada con Biorender.com. 
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Las secuencias guías se diseñaron con el predictor web http://crispr.cos.uni-

heidelberg.de (Stemmer et al., 2015). Como criterios de selección se consideraron: alto 

contenido en nucleótidos guanina y citosina (50-75 %); presencia de la secuencia 

(N18)GGNGG (Farboud et al., 2015); evitar el nucleótido citosina en la posición 20 

(N19)CNGG (Doench et al., 2014); eficiencia y especificidad. Con el objetivo de editar el 

gen idh-2 se valoraron los guías cuyo punto de corte estimado estuviera más cercano a 

la posición de la mutación (Anexo I, Tabla 2.5). 

 Los crRNA correspondientes fueron sintetizados por Integrate DNA 

Technologies, así como el crRNA para el gen dpy-10 (Arribere et al., 2014; S. Kim et al., 

2014). Al igual que los empleados para editar líneas celulares, estos crRNA presentan 

una secuencia que permite la hibridación del tracrRNA. La edición se realizó mediante 

ssODNs. Las secuencias ssODN además de la mutación de interés se diseñaron con una 

serie de cambios silenciosos (Tabla 2.6). Esto permite la detección del alelo mutante en 

los gusanos mediante PCR con un primer específico y diferenciar gusanos homocigotos 

y heterocigotos para la mutación. 

Para llevar a cabo la co conversión, se mezcló la nucleasa recombinante Alt-R™ 

S.p. Cas9 Nuclease 3NLS con Alt-R™ CRISPR-Cas9 tracrRNA, los AltR™ CRISPR-Cas9 crRNA 

y los ssODN. Las concentraciones finales fueron: 4,5 µM Nucleasa Cas9, 32 µM tracrRNA; 

10 µM crdpy-10, 35 µM del crRNA de interés, 1,22 µM ssODN dpy-10 (cn64) y 175 µg/µL 

ssODN de interés. La mezcla se centrifuga (10 min a 13000 rpm) y se incuba a 37 °C 

durante 15 min para la formación de los complejos RNPs. La mezcla se inyectó en la 

gónada de gusanos hermafroditas N2. La descendencia F2 con fenotipo rol es separada 

en placas individuales para confirmar el genotipo mediante PCR. Una vez confirmada la 

presencia de la mutación en heterocigosis, se aíslan 20 gusanos de la descendencia F3 

para identificar los homocigotos. Mediante secuenciación Sanger se confirma la 

presencia de la mutación en la F4. 

Por último, se estudiaron los posibles efectos inespecíficos del sistema 

CRISPR/Cas9. La herramienta crispr.cos.uni-heidelberg.de empleada para el diseño 

también predice los potenciales off targets de los guías seleccionados. De esta forma se 

obtuvo un off-target para el guía idh-2_R123Q y tres para idh-2_R155K (Tabla 2.7). 
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 Tras extraer el ADN genómico (consultar apartado de Genotipado), se realizó 

una PCR con primers específicos para estudiar estas regiones. Mediante secuenciación 

Sanger se comprobó la presencia de mutaciones. Tras la comprobar la ausencia de 

mutaciones, las cepas se retrocruzaron con la cepa salvaje N2 para asegurar que no haya 

ninguna modificación no deseada. 

5. Genotipado de gusanos por PCR 

Para el genotipado se recogieron 12 gusanos en un tubo eppendorf de 0,5 mL 

con 10 µL de solución de lisis (consultar apartado Materiales específicos). Los tubos se 

incubaron 1 h a 65 ºC y 15 min a 95 ºC para lisar los gusanos y obtener el ADN genómico. 

Una vez finalizada la incubación se emplearon 2 µL de la lisis directamente en la PCR. 

Las PCRs de genotipado se realizaron con la Taq ADN polimerasa PCR Master Mix 2x 

(Thermo Fisher Scientific K0172). 

Para la detección de las mutaciones en idh-2 mediante PCR se empleó un primer 

reverso homólogo a la mutación y los cambios silenciosos introducidos por el ssODN. El 

primer reverso específico del alelo salvaje solo se hibrida en la secuencia salvaje. Para 

ambos se emplea el mismo primer directo. Los resultados de la PCR se visualizaron en 

gen de agarosa al 1 %. Finalmente, mediante secuenciación Sanger se confirmó la 

presencia de las mutaciones. 

6. Sincronización de gusanos 

Se emplearon tres placas Petri con gusanos adultos con huevos para sincronizar 

la población mediante la solución de lejía. Los gusanos se recogieron con solución M9 y 

se traspasaron a un tubo eppendorf de 15 mL mediante una pipeta de vidrio. El tubo se 

centrifugó (1 min, 1500 rpm) para depositar los gusanos. En el sobrenadante quedó la 

solución M9 con restos de bacteria OP50. El pellet de gusanos se resuspendió en 4 mL 

de solución de lejía (consultar apartado Materiales específicos) y se agitó durante 5 min. 

Una vez lisados los gusanos se centrifugó y se lavó el pellet de huevos obtenido con 

solución M9, eliminando los restos de lejía, que puedan afectar al crecimiento de los 

huevos. Tras un segundo lavado los huevos se mantuvieron en 2 mL de solución M9 y se 

incubaron a 20 ºC en agitación durante la noche para que eclosionaran. Al día siguiente 
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se realizó el contaje del número de larvas obtenido. Este procedimiento se realizó por 

duplicado para obtener un número suficiente de gusanos. 

7. Detección y cuantificación del oncometabolito 2-HG 

Veinte mil gusanos L1 sincronizados se cultivaron en placas Petri de 10 cm con 

OP50 (10000 gusanos/placa). Se cultivaron durante 48 h o 72 h a 20 ºC hasta que la 

población alcanzó el estadio de larva L4 o adulto. Tras alcanzar el estadio, los 200000 

gusanos se recogieron con solución M9 y se traspasaron a un tubo eppendorf de 15 mL. 

Los tubos se centrifugaron para eliminar los restos de bacteria un par de veces en 

solución M9, y un último paso en agua Milli-Q. En el último lavado se eliminó todo el 

sobrenadante, dejando el pellet de gusanos sin líquido y se congeló a -80 ºC. 

La lisis de los gusanos y la detección y cuantificación de los dos enantiómeros de 

2-HG se llevó a cabo en la Unidad Analítica (UA) del IIS La Fe. Para ello la Dr. Marta Roca 

desarrolló un protocolo específico. La lisis de los gusanos se realizó empleando 25 µL del 

pellet de gusanos con 250 µL MeOH: H2O (50:50). Se empleó el homogeneizador 

Precellys (Bertin Instruments), siguiendo un programa de 2 ciclos de 30 s, con una pausa 

de 10 s, a 6500 rpm. Se recogió el sobrenadante y se centrifugó 5 min a 13000 rpm, a 4 

ºC. De este extracto se emplearon 150 µL para concentrar y continuar el análisis. El resto 

del volumen se empleó para cuantificar la proteína total en las muestras mediante el 

método BCA (Thermo Fisher, Ref 23227) siguiendo el protocolo comercial. Los 150 µL 

concentrados se resuspendieron en 50 µL 5:95 H20: MeOH, ácido acético 0,3 % e 

hidróxido de amonio 0,1 %. Por último, la muestra se centrifugó (5 min a 13000 rpm, a 

4 ºC) y se pasó a la placa de inyección para su análisis mediante cromatografía líquida 

de alta resolución acoplada a espectrometría de masas. El análisis se realizó en un 

equipo UPLC-HRMS Q Exactive Plus con detector Orbitrap. La separación cromatográfica 

se realizó mediante una columna quiral para la separación de los enantiómeros, sin 

necesidad de derivatizar. Para el método de cromatografía líquida se empleó una 

columna Astec Chirobiotic R, 15 cm*2,1, 5µm; Tª columna 25; fase móvil (isocrático) 

5:95 H20: MeOH, acido acético 0,3 % e hidróxido de amonio 0,1 %; flujo 0,8 mL/ min; y 

volumen de inyección 10 µL. Para el Orbitrap, las condiciones de Parallel Reaction 

Monitoring (RPM) se detallan en la Tabla 2.8. Las transiciones de masas, tanto para L-
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2HG como D-2HG fueron 147.0298 > 129 .0193 (cuantitativa); 147.0298 > 103.0401> 

85.0295 (cualitativa). 

Tabla 2.8: Parámetros empleados en el RPM 
General 

Run time 0 a 5 min 
Polarity Negativa 

In-source CID 0.0 eV 
Dynamic RT off 

Default charge state 2 
Inclusion on 

MS2 
Microscans 1 
Resolution 70,000 
AGC target 1e6 

Maximum IT 200 ms 
Loop count 1 
MSX count 1 

MSX isochronous ITs on 
Isolation window 1.5 m/z 
Isolation offset 0.0 m/Z 
Fixed first mass - 

(N)CE/ Stepped NCE 10, 20, 40 
Spectrum data type Centroid 
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Secuenciación Sanger 

Las secuenciaciones Sanger realizadas en este trabajo se realizaron en tres 

servicios distintos, según la disponibilidad en cada momento: Servicio de Genética del 

Hospital La Fe, Plataforma de Genómica del Instituto de Investigación Sanitaria La Fe y 

el servicio de secuenciación de la empresa Stab Vida. 

Las secuenciaciones realizadas en las Unidades del Hospital y del IIS La Fe se 

realizaron mediante el siguiente procedimiento. Los productos de PCR fueron 

purificados mediante la enzima illustra ExoProStar (Sigma, Ref US77705V) siguiendo el 

protocolo comercial. La secuenciación de vectores se realizó empleando 100 ng de 

estos. Tanto la PCR purificada como los vectores se someten a la reacción de 

secuenciación con BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

Ref 4337450) siguiendo las indicaciones del protocolo. Se emplea 1 µL del primer de 

interés (3,2 µM), 2 µL del tampón específico, 1 µL de Big Dye y la PCR purificada o los 

100 ng del vector. Una vez finalizada la reacción, los productos se cargan en el 

secuenciador ABIPRISM 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems) para su secuenciación 
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y la obtención de las secuencias de formato FASTA. Las secuencias producidas se 

visualizan mediante el programa Chromas. 

 Las secuenciaciones realizadas en el servicio de Stab Vida se realizaron según 

especifica el protocolo de la empresa. Tras purificar la PCR con el mismo protocolo 

comentado en el párrafo anterior, se envían al servicio de secuenciación junto a 3 µL del 

primer (10 µM). Stab Vida se encarga de la recepción, procesamiento y secuenciación 

de la muestra. Al finalizar el proceso facilitan las secuencias formato FASTA para su 

análisis mediante el programa Chromas. 
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RESULTADOS 
Capítulo I. Edición in vitro 

El sistema de edición CRISPR/Cas9 se ha empleado para desarrollar numerosos 

modelos celulares de mutaciones relacionadas con la LMA. La estrategia más establecida 

para introducir los elementos CRISPR en las células leucémicas es mediante 

transducción con partículas víricas, principalmente lentivirus, debido a la baja eficiencia 

de transfección de este tipo celular. El desarrollo de lentivirus específicos para la edición 

de diferentes dianas se trata de una estrategia laboriosa, muy costosa y que presenta 

numerosos riesgos de bioseguridad. 

Con el objetivo de desarrollar una estrategia más sencilla que permita editar de 

forma eficiente el genoma de líneas celulares leucémicas se ha puesto a punto un 

sistema de producción de pequeñas construcciones de ADN con el casete de expresión 

de secuencias guía. Partiendo del vector pEGR1 generado en este trabajo (Material y 

Métodos, apartado 3) y mediante un sistema de PCRs y primers específicos se han 

desarrollado nueve construcciones guía que presentan el promotor de expresión en 

células de mamífero pU6, una secuencia guía específica, la secuencia codificante del 

tracrRNA y un terminador de la transcripción. Estos elementos permiten la expresión de 

una molécula guía funcional que dirige a la nucleasa Cas9 a su diana. De forma adicional, 

estas construcciones pueden presentar acoplada la expresión de la proteína verde 

fluorescente GFP, que permite monitorizar la eficiencia de transfección. Para producir 

estas construcciones mediante PCRs se emplea el plásmido pEGR1 desarrollado en este 

trabajo como molde. 

Para probar la eficiencia de estas construcciones primero se realizó una puesta a 

punto en las células de fácil manejo HEK293, donde se consiguió editar el gen MYBL2 e 

IDH2. El gen MYBL2 codifica un factor de transcripción involucrado en ciclo celular, 

supervivencia y regulación de la diferenciación celular. Desregulaciones de su expresión 

se han asociado con un gran abanico de tipos de cáncer, entre ellos la LMA (Fuster et 

al., 2013; Musa et al., 2017). En trabajos previos de nuestro grupo de investigación se 

optimizaron guías CRISPR para este gen, por lo que se empleó para la optimización del 

corte de la nucleasa Cas9. Por otro lado, la optimización de la introducción de una 

mutación concreta se realizó empleando el gen IDH2. Este gen codifica una enzima del 
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ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Las mutaciones más recurrentes en este gen (R140 y 

R172) producen una ganancia de función en la proteína y cataliza la producción del 

oncometabolito D-2-HG. Este metabolito desemboca en alteraciones epigenéticas y de 

expresión génica y participa en el desarrollo de algunos tipos de LMA. Se escogió 

introducir la mutación R172 por su relevancia en la estratificación de los pacientes y a 

que está menos estudiada que la R140. 

Tras la optimización en HEK293, se trasladó esta estrategia a células leucémicas 

con expresión constitutiva de la nucleasa hSpCas9. De forma paralela, se aplicaron varias 

estrategias para aumentar la eficiencia de edición con estas construcciones. Durante el 

transcurso de este trabajo se produjo la explosión del uso de las ribonucleoproteínas 

CRISPR y una mayor disponibilidad comercial de proteínas Cas9 recombinantes. Las 

RNPs se aplicaron en la edición del gen IDH2 y se comparó con las construcciones 

desarrolladas. Para finalizar, mediante secuenciación masiva de última generación se 

validó y caracterizó la edición producida en el gen IDH2 y los posibles cortes inespecíficos 

producidos por la nucleasa con las distintas estrategias empleadas (Figura 3.1). 

 

Figura 3.1: Distintas estrategias 
implementadas para editar las 
células leucémicas NB4. i. Plásmidos 
codificantes de la nucleasa Cas9, 
sgRNA y el marcador EGFP; ii. 
Construcciones codificantes de 
sgRNA y EGFP; iii. Construcciones 
codificantes del sgRNA junto a 
ssODN como ADN molde de edición; 
iv. Ribonucleoproteínas. Las flechas 
indican las eficiencia de transfección 
y edición. Ordenadas de menor a 
mayor eficiencia serían la flecha roja 
discontinua, azul y verde. Figura 
creada con Biorender.com 
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1. Desarrollo de un sistema de producción de los elementos CRISPR 
mediante PCR y optimización en células HEK293 

Nuestra estrategia comienza con la creación de un vector que permita producir 

secuencias cortas codificantes del casete de expresión de un sgRNA concreto junto al 

casete de expresión de EGFP. Para ello se generó el vector pEGR1. Este vector presenta 

los elementos esenciales para producir las construcciones que inducen la expresión de 

los sgRNA y del reportero EGFP. Los vectores comerciales disponibles no presentan estos 

elementos de forma contigua, si no que se encuentran separados por otros elementos, 

como reguladores de la expresión en bacterias o marcadores de selección como 

resistencia a antibióticos. Por ello se desarrolló un vector propio donde estos elementos 

se encuentran próximos entre si y es posible amplificarlos de forma conjunta mediante 

PCRs. 

Los elementos de expresión del sgRNA en el vector pEGR1 presentan todos los 

componentes necesarios para su expresión. Primero, el promotor pU6, un promotor de 

expresión constitutiva en células de mamífero que permite la expresión de ARN 

pequeños por la RNA polimerasa tipo III, produciendo transcritos cortos y de secuencia 

muy concreta (Orioli et al., 2012). Por otro lado, presenta la secuencia conservada del 

sgRNA, formada por el sitio de clonación de la secuencia guía y la secuencia del 

tracrRNA, elemento necesario para la unión a la nucleasa Cas9. Finalmente, presenta la 

señal de terminación poli (A) que evita la generación de colas de poliadenina. De forma 

adicional, es posible generar estas construcciones con el reportero GFP. La expresión de 

este marcador está controlada por el promotor/enhancer CMV y la secuencia 

terminadora y de poliadenilación SV40 poli(A). El promotor CMV es un promotor 

dependiente de la ARN polimerasa II de fuerte expresión en cualquier tipo celular y 

ampliamente utilizado para la expresión ectópica de genes exógenos (Z. L. Xu et al., 

2001). 

Empleando este vector como molde se desarrolló un protocolo de PCRs que 

permite producir construcciones con un sgRNA específico con un tamaño de 465 pb y 

construcciones con la guía y el marcador EGFP de 2033 pb. Para ello, primero se generan 

distintas PCRs con los componentes básicos. En una PCR se amplifica la región de 

expresión de EGFP junto al promotor pU6 y una secuencia guía específica. Por otro lado, 
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mediante otra combinación de primers se amplifica solamente el promotor pU6 junto a 

la secuencia guía. La última PCR necesaria presenta la secuencia guía y la secuencia de 

terminación poli (A). Finalmente, gracias a la homología en la región de las secuencias 

guía es posible generar las construcciones pU6-sgRNA o EGFP-pU6-sgRNA incorporando 

las secuencias terminadoras. 

Siguiendo esta estrategia, mediante dos rondas de PCR se generó una 

construcción con expresión de un guía para el gen MYBL2 (pU6-MYBL2). La construcción 

pU6-MYBL2 se empleó para optimizar las condiciones de edición en las células HEK293. 

Primero se estudió la cantidad de construcción necesaria para producir corte en la diana 

genómica co-transfectando la construcción guía y el vector hCas9, codificante de la 

nucleasa hSpCas9. Para ello se estudiaron distintos ratios construcción/vector: 1:1, 1:3 

y 1:5, y distintas cantidades de vector. El ADN genómico de las células transfectadas se 

extrajo a las 48h, y mediante ensayo de la enzima T7 EI se calcularon las eficiencias de 

corte. En la Tabla 3.1 se detallan los resultados obtenidos en cada réplica. Se observa 

cómo se correlacionan el aumento de la cantidad de vector hCas9 y construcción guía 

con el aumento de la eficiencia de corte. Sin embargo, a partir de 250 ng de vector hCas9 

y 35 ng de construcción guía la eficiencia disminuye. Por ello, la condición más eficiente 

es el ratio 1:3 con 250 ng de vector hCas9 y 35 ng de construcción, con una media de 

corte de 10,3 %, seguida del ratio 1:5 con 250 ng hCas9 (8 %). El ratio 1:1 con 500 ng de 

construcción guía presenta una eficiencia de corte similar (7,66 %). Por último, las 

condiciones menos eficientes fueron los ratios 1:1, con 250 ng de hCas9 (4,31 %) y 150 

ng de hCas9 (3,43 %) (Figura 3.2). Por ello, se seleccionó la condición de 250 ng de hCas9 

y 35 ng de construcción guía para los siguientes experimentos. 
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Figura 3.2: Selección del ratio vector-construcción guía óptimo en células HEK293. Resultados del 
ensayo de la enzima T7 EI en gel de poliacrilamida al 10%.  Las bandas producidas por la enzima se 
indican con asteriscos rojos. 

Manteniendo ese ratio, en los siguientes experimentos se estudió el efecto de la 

fosforilación de los extremos 5' de la construcción pU6-MYBL2. En estudios previos otros 

autores registraron un aumento de la expresión de productos de PCR con los extremos 

5' fosforilados (Castanotto et al., 2004). Al co-transfectar la construcción fosforilada con 

el vector hCas9 no se observó un aumento de la eficiencia de corte. Por otro lado, ambas 

construcciones presentan una mayor eficiencia de corte que el vector pX458 con la 

misma secuencia guía para el gen MYBL2 (7,8 %) (Tabla 3.1) (Figura 3.3).  

Tabla 3.1. Recopilación de los porcentajes de indels obtenidos en las diferentes optimizaciones con la 
construcción pU6-MYBL2 en células HEK293. 

Condiciones 

500 ng 
hCas9- 23.3 

ng pU6-
MYBL2 

(Ratio 1:1) 

250 ng 
hCas9- 12 
ng pU6-
MYBL2 

(Ratio 1:1) 

250 ng 
hCas9-35 
ng pU6-
MYBL2 

(Ratio 1:3) 

250 ng 
hCas9- 60 
ng pU6-
MYBL2 

(Ratio 1:5) 

150 ng 
hCas9-7 ng 

pU6-
MYBL2 

(Ratio 1:1) 

250 ng 
hCas9- 

35 ng pU6-
MYBL2-P 

500 ng 
pX458-
MYBL2 

140 ng PCR 
Cas9-35 ng 
pU6-MYBL2 

250 ng 
PCR Cas9- 
35 ng pU6-

MYBL2 

Réplica 1 5,20 3,45 5,24 6 4,5 14 4,3 1,83 3 

Réplica 2 3 5,8 8 6 3 8 11 1,44 7 

Réplica 3 14 4 13 14,7 3,7 6 3 0,2 2,4 

Réplica 4 8,43 4 14,79 5,3 2,5 13,9 13   

Media Indels 
(%±ES)  7,66±2,3  4,31±0,5 10,26±2,2 8±2,2 3,43±0,4 10,49±2 7,83±1,2 1,16±0,5 4,2±1,5 
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Figura 3.3: Resultados de edición con las construcciones generadas y vectores CRISPR en HEK293. 
Comparación de la eficiencia de corte entre el vector PX458, la construcción pU6-MYBL2 y la 
construcción pU6-MYBL2-P. Las bandas producidas por la enzima se indican con asteriscos rojos. 

 

Por último, se comprobó si el uso de una construcción con los elementos 

esenciales para la expresión de hSpCas9 producida mediante PCR producía mayor 

eficiencia. Esta construcción, al amplificar solo los elementos necesarios para la 

expresión de la nucleasa, presenta un tamaño mucho más pequeño que el vector hCas9 

(5346 pb frente a 9553 pb), ya que no se incluyen los elementos necesarios para la 

replicación en bacterías y las resistencias a antibióticos 

Para ello se amplificó el casete de expresión de hSpCas9 del vector hCas9 

(promotor CMV, gen Cas9 y señal poli A). Se co-transfectó 140 ng y 250 ng del casete de 

hSpCas9 y la cantidad de construcción pU6-sgMYBL2 se ajustó para mantener el ratio 

1:3. Los resultados con la enzima T7 EI muestran eficiencias de corte más bajas que con 

el vector hCas9, con una media de 1,16 % empleando 140 ng de PCR Cas9 y 4,2 % con 

250 ng de PCR Cas9 (Tabla 3.1). 

2. El uso de dos guías aumenta la eficiencia de corte en el gen IDH2 

Partiendo de las optimizaciones realizadas en los apartados anteriores se prosiguió 

con la introducción de la mutación IDH2R172.Tras confirmar la ausencia de SNPs en la 

región a editar que podrían inhibir la identificación de la diana por el complejo CRISPR 

en IDH2 se emplearon los predictores web http://chopchop.cbu.uib.no/ (Labun et al., 

2019) y http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ (Heigwer et al., 2014) para escoger las 

secuencias guía más eficientes. Partiendo de 8 secuencias guía se generaron 8 

construcciones mediante el sistema de PCRs sobre el vector pEGR-1. 

 Cada construcción se co-transfectó con el vector hCas9 en las células HEK293. 

Además, se testó la co-transfección de las dos construcciones pU6-IDH2_3 y pU6-
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IDH2_8 juntas dado que ambas flanquean la posición de la mutación a introducir. A las 

48 h post transfección, se aisló el ADN de las células y se prosiguió con el análisis de las 

eficiencias de edición obtenidas. Los resultados obtenidos tras realizar el ensayo de la 

enzima T7 EI se muestran en la Tabla 3.2. Las construcciones 4, 5 y 7 presentan las 

eficiencias más bajas (2,66, 2,34 y 4,62 % respectivamente), mientras que la 

construcción 8 registra la media de eficiencias más alta (10,75 %). Por último, la 

transfección combinada de los guías 3 y 8 resultó ser la más eficiente, consiguiendo 

duplicar la eficiencia de la construcción 8 con un 21,14 % de eficiencia media de corte 

(Figura 3.4.) 

 
Figura 3.4: Eficiencias de corte producidas con las guías diseñados para IDH2. Se muestran los 
resultados de las guías más eficientes. Las bandas producidas por la enzima se indican con asteriscos 
rojos. Los resultados de las guías IDH2_1, IDH2_2, IDH2_4, IDH2_5, IDH2_6 e IDH2_7 se detallan en la 
Tabla 3.2. 

A continuación, se testó la eficiencia de corte sustituyendo el vector hCas9 por el 

casete de expresión de hSpCas9 amplificado mediante PCR. A pesar de haber obtenido 

una eficiencia baja al emplearlo sobre el gen MYBL2, se decidió probarlo en IDH2 para 

descartar que esta eficiencia fuera debido a la diana escogida. Tras co-transfectar el 

casete de expresión de hSpCas9 junto a las dos construcciones guía se obtuvo una media 

Tabla 3.2: Recopilación de los porcentajes de indels producidos con los distintos guías diseñados para el gen 
IDH2 y de la eficiencia de la PCR del casete de la nucleasa Cas9. 

Condiciones IDH2_1* IDH2_2* IDH2_3* IDH2_4* IDH2_5* IDH2_6* IDH2_7* IDH2_8* 
IDH2_3 + 
IDH2_8** 

250 ng 
PCR Cas9- 
IDH2_3 + 
IDH2_8** 

Réplica 1 7,54 9,28 7,13 5,27 2,34 8,61 4,62 19 24,244 4,45 

Réplica 2 8 13 15 2,66 1,17 3,4 3,15 11 28,80 7 

Réplica 3 4 5,4 5,4 1,9 2,43 5,34 5,82 9 11,80 2,4 

Réplica 4 5,95 5,5 5,5     4 19,70  

Media de Indels (%±ES) 6,37±0,91 8,3±1,81 8,26±2,45 2,66±1 2,34±0,4 5,34±1,52 4,62±0,77 10,75±3,1 21,14±3,6 4,2±1,5 
*Se empleó el ratio vector hCas9-contrucción guía más eficiente de la tabla 3.1. 
**Las cantidades de construcción guía fueron 17,5 ng de cada una, para un total de 35 ng. 
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de eficiencia menor que empleando el vector hCas9 (4,2 %), al igual que en la diana 

MYBL2 (Tabla 3.2). 

Por último, se llevó a cabo la optimización de la concentración necesaria de 

ssODN para introducir la mutación IDH2R172. Para ello se testaron 2 cantidades de ssODN 

(5 µM y 10 µM), junto a 250 ng de vector hCas9 y 35 ng totales de construcciones guía. 

Ambas concentraciones de ssODN producen eficiencias de edición similares (1,28 y 1 % 

respectivamente) (Figura 3.5) (Tabla 3.3).  

Para aumentar las eficiencias de edición se probó la estrategia cold shock. En el 

trabajo de Guo et al. se describe como la incubación de las células a 32 ºC aumenta la 

eficiencia de edición (Guo et al., 2018). Siguiendo este trabajo, tras transfectar las 

células HEK293 con vector, construcciones guía y las dos concentraciones de ssODN, se 

incubaron a 32 ºC durante 48 h. Pasados dos días se observó que se había producido 

mucha muerte celular y muchas células se habían levantado de la placa. Debido a las 

pocas células viables no fue posible realizar una extracción de ADN óptima para el 

ensayo de la enzima T7 EI. 

 
Figura 3.5: Edición en células HEK293. Resultados en gel de poliacrilamida al 10%. Los asteriscos 
amarillos indican las bandas generadas por la enzima de restricción al detectar la región editada. 
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Tabla 3.3: Eficiencias obtenidas de edición en el gen IDH2 empleando 5 µM y 10 µM 
de ssODN. 

Condiciones pU6-IDH2_3 + pU6-IDH2_8 
+ 5µM ssODN* 

pU6-IDH2_3 + pU6-IDH2_8 
+ 10µM ssODN* 

Réplica 1 1 0,5 
Réplica 2 1,5 0,86 
Réplica 3 1,3 1,17 

Media de Indels (%±ES) 1,28±0,13 1,02±0,12 
*Se emplean las concentraciones optimizadas en los puntos anteriores. 250 ng del vector hCas9 y 35 ng 
totales de las construcciones pU6-IDH2_3 y pU6-IDH2_8. 

3. Creación de líneas celulares leucémicas con expresión constitutiva de la 
nucleasa Cas9 

Una vez probada la funcionalidad de las construcciones desarrolladas en las 

células HEK293 se pasó a trabajar con las líneas celulares leucémicas. Debido a la baja 

eficiencia de transfección de vectores plasmídicos de gran tamaño en estas células, se 

generaron líneas celulares con expresión constitutiva de la nucleasa hSpCas9. Para ello 

se emplearon lentivirus portadores del vector de transferencia LentiCRISPR V.2. Este 

vector codifica la nucleasa hSpCas9 y el gen de resistencia al antibiótico puromicina y 

secuencias específicas que permiten su integración en el genoma de las células huésped. 

Las líneas celulares leucémicas disponibles en el laboratorio NB4, HL60, MOLM-

13 y Katsumi-1 se infectaron con este lentivirus. Tras la infección, las células se 

cultivaron en presencia del antibiótico puromicina para seleccionar aquellas donde se 

había insertado el vector lentiviral. Posteriormente, se extrajo el ADN de estas células 

para detectar por PCR la presencia del gen codificante de Cas9. Mediante esta prueba 

se pudo detectar la inserción en las células NB4, HL60 y MOLM-13 infectadas, que 

pasaron a nombrarse NB4-Cas9, HL60-Cas9 y MOLM-13-Cas9. En las células Katsumi-1 

no se detectó la presencia de la nucleasa. 

4. Alta eficiencia de transfección de las construcciones guía desarrolladas 
en las células NB4-Cas9 

Tras generar las líneas NB4-Cas9, HL60-Cas9 y MOLM-13-Cas9 se estudió la 

funcionalidad de la nucleasa Cas9 integrada. Para ello se comprobó la eficiencia de corte 

en el gen IDH2 mediante la nucleofección de la construcción pU6-IDH2_1, codificante 

del guía 1 diseñado para IDH2. Para ello se empleó la tecnología de nucleofección de 

Amaxa.  
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En el momento de la realización de estos experimentos, Amaxa no ofrecía un kit 

de nucleofección específico para la línea MOLM-13. Por ello, se descartó esta línea para 

los siguientes experimentos. En las otras dos líneas se nucleofectaron distintas 

cantidades de la construcción guía. Para ello se adaptó la cantidad de construcción guía 

necesaria partiendo del protocolo comercial, correspondiendo a 266 ng de construcción 

de 447 pb. También se testaron 400 y 800 ng. Tras los análisis con la enzima T7 EI 

solamente se visualizó corte en la condición de células NB4-Cas9 nucleofectadas con 800 

ng de construcción (Figura 3.6). Dado que no se observó corte en las pruebas realizadas 

en HL60-Cas9 se descartó esta línea y se continuó únicamente con las células NB4-Cas9. 

 
Figura 3.6: Funcionalidad de la nucleasa hSpCas9 insertada en las líneas celulares NB4-Cas9 y HL60-
Cas9. Detección de la producción de indels trans nucleofectar distintas cantidades de la construcción 
pU6-IDH2_1. Las bandas producidas por la enzima se indican con asteriscos rojos.  

A continuación, se estudió la eficiencia de nucleofección empleando la 

construcción GFP-pU6-MYBL2 producida mediante el sistema de PCR. Esta construcción 

codifica el reportero GFP además del guía CRISPR contra el gen MYBL2. Con el objetivo 

de comparar la eficiencia de nucleofección de la construcción con otros vectores CRISPR, 

se nucleofectaron en paralelo el vector pX458 y el vector comercial pMAXGFP. El 

plásmido pX458 es un vector comercial empleado en numerosos estudios de edición 

génica in vitro. Expresa la nucleasa hSpCas9 y el reportero fluorescente EGFP en células 

de mamífero. El plásmido pMAXGFP también codifica el reportero EGFP y es 

suministrado en los kits de nucleofección de Amaxa como control positivo de 

nucleofección. A las 24 h post nucleofección se analizó el ratio las células GFP positivas 

en cada condición mediante citometría de flujo, comprobando así la capacidad de la 

construcción y de los plásmidos de introducirse en el interior celular. Se observó que el 

ratio era mayor en las células nucleofectadas con la construcción GFP-pU6-MYBL2 que 

la obtenida con el vector comercial pX458 (una media de 39,1 % ± 7, frente a la media 
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de 2,36 % ± 0,78 del vector). El ratio de células GFP positivas del vector pMAXGFP fue 

de 25,7 % ± 0,88 (Figura 3.7).  

 
Figura 3.7. Eficiencia de transfección de las construcciones desarrolladas. A) Detección mediante 
citometría de flujo de células NB4-Cas9 GFP positivas nucleofectadas con el vector pMAX, el vector 
PX458 o la construcción GFP-pU6-sgMYBL2. En azul se muestran los ratios de células GFP positivas 
obtenidas en cada experimento. B) Las eficiencias obtenidas con la construcción son significativamente 
diferentes a la fluorescencia de las células control sin tranfectar (p <0,001) y transfectadas con el vector 
pX458 (p <0,001). La eficiencia del vector pMAXGFP también es significativamente diferente al control 
(p <0,01) y a pX458 (p <0,01). A pesar de observarse una mayor eficiencia al nucleofectar la 
construcción GFP-pU6-sgMYBL2 y el vector pMAXGFP, no existe una diferencia significativa (Test 
ANOVA unidireccional, con Test Tukey).  

 

Por último, para esclarecer si la ausencia de edición en las células HL60-Cas9 se 

debía a una nucleofección ineficiente se nucleofectó la misma construcción en estas 

células. A las 24 h se estudió la eficiencia de transfección mediante citometría de flujo 

obteniéndose una media alta de células GFP positivas, 54,25 % ± 4,9. 

5. Las construcciones guía producen la misma eficiencia de edición que los 
complejos RNPs, pero menor porcentaje de indels. 

Tras la comprobación de que las construcciones guía producidas mediante PCRs 

se nucleofectan con mayor eficiencia en las células NB4-Cas9 que los vectores CRISPR 

clásicos, se prosiguió con la edición del gen IDH2. Para ello se nucleofectaron las dos 

guías más eficientes de IDH2 (pU6-IDH2_3 y pU6-IDH2_8) en las células NB4-Cas9.  
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Para optimizar las condiciones, se testaron las concentraciones, 800 ng y 1,5 µg 

totales de ambas construcciones. Ambas condiciones produjeron eficiencias de corte 

similares tras los análisis con la enzima T7 EI (13,26 % y 14,42 % respectivamente) (Figura 

3.8). Se seleccionó la cantidad de 1,5 µg para continuar la optimización de la edición. En 

cuanto al ssODN, se probaron distintas concentraciones del ssODN (10, 100, 200, 300 y 

500 µM) y del ssODN anti sentido (100 y 500 µM). De estas condiciones, el ssODN a 100 

µM fue la única en dar resultados en el ensayo de RFLP, con una media de eficiencia de 

edición del 2,2 % (Figura 3.9) (Tabla 3.4). Además de este resultado, a altas 

concentraciones del ssODN (200, 300 y 500 µM) se obtuvo un aumento de la muerte 

celular. Las concentraciones testadas del ssODN anti sentido no produjeron muerte 

celular, pero tampoco edición. 

 
Figura 3.8. Optimización edición en NB4-Cas9. Se muestran los resultados obtenidos con dos 
cantidades de construcción guía para editar el gen IDH2 en las células NB4-Cas9. Las bandas producidas 
por la enzima se indican con asteriscos rojos 

 

 
Figura 3.9: Ensayo RFLP para analizar el porcentaje de edición en células NB4-Cas9. Las bandas 
producidas por la enzima se indican con asteriscos amarillos. Se ha modificado la saturación de la 
imagen para poder visualizar mejor las bandas generadas. 
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Tabla 3.4: Eficiencias de producción de indels y de edición mediante el uso de las construcciones 
desarrolladas y los complejos RNPs. 

Condiciones 
800 ng (pU6-

IDH2_3 + pU6-
IDH2_8) 

1,5 µg (pU6-
IDH2_3 + pU6-

IDH2_8) 

1,5 µg (pU6-IDH2_3 
+ pU6-IDH2_8) + 100 

µM ssODN 

RNP 
(sgIDH2_3 

+sgIDH2_8) 

RNP (sgIDH2_3 
+sgIDH2_8) + 

100 µM ssODN 

Réplica 1 14 21,56 2,8 28,7 2,5 

Réplica 2 11,8 7 2,28 34,16 1,6 

Réplica 3 14 15 1,5 26,7 2 

Media de 
Indels/Edición 

(%±ES) 
13,26±1,27 14,52±7,29 2,2±0,37 29,85±2,23 2±0,26 

 

Tras probar la eficiencia de edición de la metodología desarrollada nos 

propusimos compararla con la eficiencia de los complejos de RNPs. Estos complejos se 

emplean en numerosos estudios de edición génica debido a su facilidad de transfección, 

altas eficiencias de edición y bajo porcentaje de cortes inespecíficos u off-targets (Liang 

et al., 2015). Estos complejos están formados por la nucleasa hSpCas9 recombinante y 

una molécula guía de ARN (sgRNA) formada por crRNA y tracrRNA sintetizados in vitro. 

Para ello se generaron sgRNA para cada uno de los guías empleados, sgIDH2_3 y 

sgIDH2_8. 

Se nucleofectaron 40,6 µg de sgRNAs entre ambos guías y 34 µg de nucleasa 

Cas9 en células NB4 sin expresión constitutiva de Cas9. Para los estudios de edición se 

empleó 100 µM del ssODN. Mediante los ensayos de la enzima T7 EI y RFLP se concluyó 

que los complejos de RNPs producen una mayor eficiencia de corte en IDH2 (29,85 %), 

pero igual eficiencia de edición de la mutación R172 (2 %) (Figura 3.10) (Tabla 3.4). 
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Figura 3.10. Edición mediante complejos RNP en células NB4. A) Ensayo de la enzima T7 EI de células 
NB4 transfectadas con los complejos RNPs y los guías sgIDH2_3 and sgIDH2_8. Las bandas producidas 
por la enzima se indican con asteriscos rojos. B) Ensayo RFLP mediante la enzima HhAI de células 
editadas mediante complejos RNPs y ssODN. Las bandas producidas por la enzima se indican con 
asteriscos amarillos. 

 

Por último, se probó a nucleofectar el amplificado por PCR del casete de 

expresión de la nucleas hSpCas9 y las construcciones guía en la línea NB4. Tras el ensayo 

de T7 EI no se obtuvo ningún producto de corte en los genes MYBL2 e IDH2. 

6. El análisis de la edición producida con las construcciones CRISPR por 
secuenciación masiva muestra resultados similares de edición génica sin 
efectos off targets 

Con el objetivo de validar y caracterizar la edición producida y comprobar los 

posibles cortes inespecíficos se empleó la secuenciación masiva de última generación. 

Mediante el predictor web Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/) se 

obtuvieron los potenciales off targets de los guías IDH2_3 e IDH2_8. Como criterio de 

selección de los potenciales off targets se consideró una diferencia máxima de 3 

nucleótidos con la secuencia de los guías de IDH2. De esta forma se obtuvieron 4 

potenciales off targets para el guía IDH2_3 y 12 para el guía IDH2_8. De estos, 7 se 

encuentran en regiones intrónicas, 6 en regiones intragénicas y 3 en regiones 

intergénicas. 
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El pool de células NB4-Cas9 editadas mediante construcciones guía (NB4-Cas9 

Edición), NB4 editadas mediante RNPs (NB4 RNP) y NB4 editadas con el casete de 

expresión de hSpCas9 en forma de PCR y construcciones guía (NB4 PCR) se emplearon 

para generar una librería de secuenciación por amplicones de los 16 off targets y el on 

target IDH2. El ADN de células NB4 y NB4-Cas9 sin editar se emplearon como controles. 

En esta estrategia, a cada amplicón generado se le añadió un adaptador que presenta 

una etiqueta que su origen. De esta forma es posible identificar a qué condición 

pertenece cada lectura producida.  

Los archivos fastaq.gz obtenidos del secuenciador se analizaron mediante el 

programa CRISPResso2 (Clement et al., 2019) que realiza una cuantificación precisa de 

los eventos de edición de forma sencilla para investigadores sin experiencia en 

bioinformática. El programa CRISPResso2 realiza de forma automática varios procesos: 

i. Filtrado de las lecturas de baja calidad, ii. Eliminación de los adaptadores o trimming 

si fuera necesario, iii. Alineamiento de las secuencias obtenidas con el amplicón de 

referencia y iv. Cuantificación de la proporción de edición producida por NHEJ y HDR. 

Para la cuantificación el programa emplea una ventana de cuantificación estrecha 

centrada en el sitio teórico de corte de la nucleasa Cas9, unas 3 pb aguas arriba de la 

secuencia PAM. El empleo de esta ventana permite diferenciar los cambios debido a la 

edición de errores introducidos durante la secuenciación. 

Las coberturas obtenidas en las muestras NB4-Cas9, NB4-Cas9 Edición y NB4 PCR 

fueron altas, con más de 90.961, 98.705 y 94.661 lecturas alineadas por amplicón, 

respectivamente. En la muestra NB4 RNP, todos los amplicones obtuvieron una baja 

cobertura, siendo el off target 8.4 el amplicón menos cubierto, con 132 lecturas 

alineadas, y el off target 8.11 el más cubierto, con 510 lecturas. La muestra NB4 se 

secuenció con muy baja cobertura. Al no alcanzar los requisitos mínimos del programa 

no fue posible analizarla (Figura 3.11). Por otro lado, en la secuenciación se generó una 

gran cantidad de lecturas indeterminadas. Es probable que estas lecturas correspondan 

a las muestras NB4 y NB4 RNP, y que por un error en la detección de los index no se 

clasificaran correctamente. Debido a que el secuenciador realiza el trimming o la 

eliminación de la secuencia de los adaptadores no fue posible identificar la procedencia 

de las lecturas. 
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En la Figura 3.12 se muestra la clasificación de las lecturas realizada por el 

programa CRISPResso2 para cada muestra. Al analizar las lecturas, la muestra NB4-

Cas9 Edición presentó un 10,95 % de lecturas del on target IDH2 reparadas por el 

mecanismo NHEJ tras el corte de la nucleasa Cas9. La principal modificación producida 

con este tipo de reparación son deleciones (10,47 % de las lecturas totales), donde el 
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rango principal de deleción es de 20-29 pb (5,80 % de las lecturas totales), pero 

alcanzando en algunas lecturas los 112 pb. Con porcentajes más bajos también se 

encuentran lecturas con substituciones de bases nucleotídicas (0,44 % de las lecturas 

totales) e inserciones de bases (0,38 % de las lecturas totales) (Figura 3.13.B). La 

muestra NB4 RNP presenta un 22,37 % de lecturas donde se observa una reparación 

por NHEJ. Al igual que se observa en NB4-Cas9 Edición, el principal motivo de 

reparación en este grupo ha sido la deleción (20,72 % del total), donde el rango 

principal abarca de 20-29 pb (9,54 % de las lecturas totales). En esta muestra las 

inserciones y las substituciones también se dan en menor porcentaje (1,97 % y 0,33 % 

respectivamente) (Figura 3.13.C). Al analizar los resultados de la edición mediada por 

HDR tras el corte de Cas9, obtuvimos en la muestra NB4-Cas9 Edición un 2,44 % de 

lecturas editadas. Un 0,42 % de estas presentaron todos los cambios del ssODN, menos 

la modificación de la secuencia PAM del sgIDH2_3. En la muestra de células NB4 

editada con RNP se detectó un 1,64 % de lecturas editadas con todos los cambios del 

ssODN.  

 

 
Figura 3.12: Clasificación de las lecturas obtenidas por el programa CRISPResso2. Se clasifican como 
lecturas sin modificaciones, lecturas editadas con reparaciones mediadas por el mecanismo de NHEJ, 
lecturas editadas mediante el mecanismo HDR, lecturas editadas mediante el mecanismo HDR pero 
con más modificaciones y lecturas ambiguas. 
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Figura 3.13: Gráficas de la distribución de las modificaciones producidas sobre IDH2. Se muestran los 
resultados de las muestras NB4-Cas9 Control (A), NB4-Cas9 Edición (B) y NB4 RNP (C). Se representa el 
porcentaje de lecturas con cambios según la posición en el amplicón de referencia. Con distintos 
colores se identifica si el cambio es una inserción (rojo), deleción (azul) o substitución (verde). Se 
observa como el tipo de cambio más frecuente son las deleciones. Las posiciones que más cambios 
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presentan son aquellas que se encuentran dentro de la ventana de cuantificación (delimitada por los 
dos puntos de corte predichos de las secuencias guía), aunque también se observan cambios aguas 
arriba del guía sgIDH2_8 y aguas abajo de sgIDH2_3. 

 

En ambas muestras el programa CRISPResso2 clasificó un pequeño porcentaje 

de lecturas en la categoría de HDR imperfecto (0,24 % en NB4-Cas9 Edición y 0,33 % en 

NB4 RNP) (Figura 3.12). Estas lecturas presentan otras modificaciones, como deleciones 

y/o inserciones, además de los cambios del ssODN.  

En la Figura 3.14 se detallan las principales lecturas con cambios obtenidas en 

estas dos muestras. En la muestra NB4 PCR no se detectó edición ni corte en IDH2. 

 
Figura 3.14. Principales frecuencias alélicas editadas. En la primera línea se muestra la secuencia de 
referencia. Subrayadas se señalan las regiones de los dos sgRNA. Los cuadrados con guiones señalan 
las ventanas de cuantificación empleadas por el programa. La flecha indica la posición de la mutación 
a introducir. Los nucleótidos azules son los cambios introducidos al emplear el ssODN como molde en 
la reparación por HDR. Los nucleótidos rojos señalan la introducción de la mutación R172. Las 
deleciones producidas durante la reparación por NHEJ se indican con líneas. 

Por último, el programa empleado clasificó un 0,19 % de las lecturas de NB4-Cas9 

Edición y un 5,59 % de NB4 RNP en la categoría de secuencias ambiguas (Figura 3.12). 

Estas secuencias ambiguas presentan deleciones del rango de 22-99 pb, que se salen del 

rango marcado por la ventana de cuantificación del programa. Si las modificaciones no 

se encuentran en esta región el programa las considera ambiguas. Todas las lecturas 

clasificadas como ambiguas en la muestra NB4-Cas9 Edición presentaron deleciones que 

afectan al punto de corte teórico para sgIDH2_8, además de su secuencia diana. En 
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cuanto a la región de sgIDH2_3, el 75,42 % de las lecturas ambiguas habían perdido el 

punto de corte para este guía pero mantienen la secuencia diana. El 24,57 % restante 

también había perdido esta última región. En cuanto a la muestra NB4 RNP, todas las 

lecturas ambiguas habían perdido las regiones de corte esperado y secuencia diana para 

ambas guías. 

Para realizar un estudio más completo de los posibles cambios en las secuencias 

off-targets, los resultados obtenidos para las muestras NB4-Cas9 control y NB4-Cas9 

Edición se compararon entre sí y con la secuencia de referencia mediante el programa 

CRISPResso2 Compare. En la mayoría de los off-targets no se obtuvieron variaciones 

significativas entre ambas muestras ni respecto a la referencia (Anexo II, Figura 3.15). 

Los off-targets 3.2, 3.3, 8.2, 8.4, 8.7, 8.9, 8.10 y 8.11 presentaron lecturas que diferían 

respecto a la secuencia de referencia pero se encontraban en porcentajes similares en 

la muestra NB4-Cas9 control y en NB4-Cas9 Edición, indicando que se trataba de 

variaciones características de la línea celular (Anexo II, Figura 3.15). La comparación 

entre NB4 control y NB4 RNP no se pudo realizar debido a la baja cobertura de la 

muestra control. Los off targets de la muestra NB4 RNP se estudiaron directamente con 

el programa CRISPResso2. No se obtuvieron variaciones significativas en los 16 off-

targets. 

Capítulo II. Edición in vivo 

1. Establecimiento de posibles modelos de las mutaciones en idh2  

Debido a su papel esencial en el ciclo de Krebs, el gen IDH2 mantiene una alta 

conservación entre especies, presentando 264 genes ortólogos (Figura 3.16). El gen idh-

2 de C. elegans presenta un porcentaje de similitud del 67,82 % con su ortólogo humano 

según la base de datos Ensembl y la proteína codificada un 78 % según la base de datos 

DIOPT (Figura 3.17). Ambas proteínas presentan dominios similares con las mismas 

funciones, siendo dominios de unión a substrato, NADP, magnesio y un dominio 

catalítico. 
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Figura 3.17. Homología de la proteína IDH2 humana y la proteína IDH-2 de C. elegans. Las líneas (I) 
indican los residuos conservados; dos puntos (:) indica que los residuos no están conservados, pero 
presentan propiedades muy similares; un punto (.) indica que los residuos no están conservados y 
presentan propiedades poco similares. En rojo y en negrita se resaltan los aminoácidos arginina 140 y 
172 de la secuencia humana, que son los residuos de IDH2 más frecuentemente mutados en LMA y sus 
ortólogos en la secuencia de C. elegans en las posiciones 123 y 155. Realizado mediante la base de 
datos DIOPT 

 

Las mutaciones en IDH2 asociadas a LMA (R140Q y R172K) afectan al sitio 

catalítico de la enzima induciendo una ganancia de función, pasando a catalizar la 

reducción del α-CG al oncometabolito D-2-HG. Esta molécula interfiere en las vías de 

señalización del α-CG, produciendo cambios de expresión génica que afectan al 

crecimiento y a la supervivencia celular. Respecto a C. elegans los residuos R140 y R172 

de la proteína humana se encuentran conservados en las posiciones 123 y 155 de IDH-

2, la proteína codificada por idh-2 en C. elegans (Figura 3.16). Gracias a esta 

conservación es posible introducir las mutaciones R123Q y R155K, que serían homólogas 

a R140Q y R172K. Con el objetivo de introducir los aminoácidos específicos se tuvo en 

cuenta el patrón de uso de codones en C. elegans (Mitreva et al., 2006). La introducción 

de estas mutaciones se realizó mediante el sistema de edición CRISPR/Cas9, 

concretamente mediante la estrategia de co-conversión o co-CRISPR (H. Kim et al., 2014; 

Paix et al., 2017).  

Brevemente, esta estrategia consiste en inyectar en la gónada de un gusano 

adulto hermafrodita dos conjuntos de RNPs y ssODN para generar, además del cambio 
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en el gen idh-2, un knock-in en el gen dpy-10. La modificación de este gen produce una 

alteración del fenotipo muy evidente. A pesar de que ambos eventos de edición no están 

ligados, el cambio fenotípico debido a la rotura y/o edición en dpy-10 permite 

seleccionar aquellos gusanos donde la inyección de los componentes CRISPR ha sido 

correcta y donde la maquinaria de reparación celular ha resuelto ese corte producido 

por la nucleasa Cas9. 

Mediante esta estrategia se generó la cepa RVM479 idh-2 (vlt24), con la 

mutación idh2R123Q y la cepa RVM480 idh-2 (vlt25), con la mutación idh2R155K. La cepa 

RVM481 idh-2 (vlt26), con ambas mutaciones, se generó cruzando las cepas anteriores. 

Mediante genotipado por PCR se seleccionaron aquellos gusanos homocigotos para las 

mutaciones y se confirmaron mediante secuenciación Sanger. No se detectó ninguna 

modificación de los potenciales off targets analizados mediante secuenciación Sanger. 

2. Estudio de la presencia del oncometabolito 2-HG en las cepas RMV479, 
RVM480 y RVM481 

Tras desarrollar las dos cepas de C. elegans con las mutaciones homólogas a 

R140Q y R172K (RVM479 y RVM480), y la cepa RVM481 con ambas, se procedió a 

estudiar si se producía el oncometabolito 2-HG en estos animales.  

Tras sincronizar las cepas, se cultivaron 200000 gusanos en placas con medio 

NGM y bacteria OP50. Estos gusanos se recogieron en los estadios de larva 4 (L4) o 

adulto y se congelaron a -80 ºC.  En total se recogieron cinco réplicas de cada cepa, 

incluida la cepa control silvestre (N2), en estadio L4 y tres réplicas de cada cepa en 

estadio adulto. La lisis de los animales se realizó en la Unidad Analítica del IIS La Fe 

mediante la tecnología Precellys. El extracto se dividió en dos partes para realizar la 

cuantificación de proteína mediante BCA, para posteriormente normalizar los 

resultados, y la cuantificación del oncometabolito. A pesar que el enantiómero D-2-HG 

es el que se ha asociado con pacientes de LMA, se incluyó también el enantiómero L-2-

HG para caracterizar en mayor medida el efecto de las mutaciones. 

La detección y cuantificación de los dos enantiómeros del 2-HG se realizó en la 

Unidad Analítica mediante cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas siguiendo un protocolo puesto a punto para este análisis 

(Figura 3.18). Las concentraciones detectadas se normalizaron con los valores de la 
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cuantificación de proteína para obtener µg del enantiómero por mL. En la Tabla 3.5 se 

especifican los valores obtenidos para cada enantiómero en cada muestra analizada, y 

en la Tabla 3.6 se muestran las concentraciones medias. Al analizar los resultados se 

observa que no hay diferencias en las concentraciones de los enantiómeros entre las 

cepas de un mismo estadio (Figura 3.19). En el estadio L4 las cepas estudiadas presentan 

valores que van de 0,0232 a 0,0196 µg de D-2HG/mL y 0,0149 a 0,0151 µg de L-2HG/mL. 

En el caso de los gusanos analizados en estadio adulto se observa que los valores son 

inferiores, en el rango de 0,00683-0,00819 µg de D-2HG/mL, y 0,00348 – 0,00448 µg de 

L-2HG/mL.  

 
Figura 3.18: Cromatogramas de los enantiómeros L y D y espectros de espectrometría de masas para 
el D-2-HG. Realizados sobre el patrón de referencia (A) y la muestra a estudiar (B) 
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Figura 3.19: Gráfica de las concentraciones medias de D/L-2-HG obtenidas de las distintas cepas 
estudiadas. 
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Tabla 3.5. Resultados detección de los enantiómeros D y L del 2-HG mediante LC-MS. 

Estadio Réplica Cepa 
Proteína 

total 
(µg/mL) 

Concentración 
D-2-HG (µg/mL) 

Concentración L-
2-HG (µg/mL) 

Concentración D-
2-HG corregida 

(µg/mL) 

Concentración L-
2-HG corregida 

(µg/mL) 

L4 

1 

N2 4184,545 158,923 158923,231 0,038 0,027 

RVM479 7370,909 179,649 179648,840 0,024 0,018 

RVM480 5566,364 110,313 110313,328 0,020 0,016 

RVM481 5161,818 162,302 162302,131 0,031 0,021 

2 

N2 2998,182 51,630 51630,285 0,017 0,005 

RVM479 4993,636 93,540 93540,216 0,019 0,015 

RVM480 4875,455 87,567 87566,794 0,018 0,014 

RVM481 5052,727 107,903 107902,830 0,021 0,015 

3 

N2 5707,273 126,907 126906,575 0,022 0,016 

RVM479 2743,636 44,424 44423,560 0,016 0,011 

RVM480 4670,909 104,819 104818,835 0,022 0,016 

RVM481 4125,455 91,823 91822,576 0,022 0,017 

4 

N2 4461,818 95,079 95079,212 0,021 0,016 

RVM479 2789,091 96,591 96591,407 0,035 0,026 

RVM480 5266,364 114,393 114393,209 0,022 0,016 

RVM481 5516,364 133,992 133992,339 0,024 0,017 

5 

N2 6952,727 122,157 122156,863 0,018 0,012 

RVM479 5470,909 95,122 95122,109 0,017 0,012 

RVM480 4598,182 74,923 74923,396 0,016 0,013 

RVM481 5389,091 127,488 127488,349 0,024 0,017 

Adulto 

1 

N2 5434,545 40,490 40490,071 0,007 0,004 

RVM479 3684,545 38,395 38394,804 0,010 0,006 

RVM480 4070,909 39,299 39298,563 0,010 0,005 

RVM481 5680,000 35,421 35421,358 0,006 0,004 

2 

N2 5757,273 39,756 39755,848 0,007 0,004 

RVM479 5875,455 38,885 38884,899 0,007 0,004 

RVM480 5480,000 38,236 38235,742 0,007 0,004 

RVM481 5984,545 43,073 43072,736 0,007 0,003 

3 

N2 5725,455 39,375 39374,635 0,007 0,004 

RVM479 4984,545 35,967 35966,699 0,007 0,004 

RVM480 7193,636 57,256 57255,966 0,008 0,004 

RVM481 6439,091 45,462 45462,083 0,007 0,003 
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Tabla 3.6. Media de las concentraciones de 2HG obtenidas 

 
Muestra Media (µg/mL)±ES 

D-2HG 

N2(L4) 0,0232±0,00339 
R140(L4) 0,0222±0,00339 
R172(L4) 0,0196±0,00114 

R140;R172(L4) 0,0246±0,00178 
N2(A) 0,00707±0,000186 

R140(A) 0,00808±0,00118 
R172(A) 0,00819±0,000782 

R140;R172(A) 0,00683±0,000300 

L-2HG 

N2(L4) 0,0151±0,00364 
R140(L4) 0,0161±0,00261 
R172(L4) 0,0149±0,000641 

R140;R172(L4) 0,0175±0,00109 
N2(A) 0,004150±0,00009 

R140(A) 0,00448±0,000697 
R172(A) 0,00418±0,000322 

R140;R172(A) 0,00348±0,000082 
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DISCUSIÓN 
En el presente proyecto de Tesis Doctoral se han desarrollado estrategias para la 

generación de modelos in vitro e in vivo de mutaciones genéticas implicadas en la LMA. 

Debido a la dificultad de transfección de las líneas celulares hematológicas con 

plásmidos convencionales, se ha desarrollado una metodología para introducir los 

distintos elementos del sistema de edición génica CRISPR/Cas9 en forma de pequeñas 

construcciones generadas por PCR, más fáciles de transfectar. Este trabajo ha 

demostrado que con esta metodología es posible obtener porcentajes de transfección 

y edición en la línea celular NB4 similares a otras líneas celulares ampliamente utilizadas 

y a otras estrategias de edición. En esta Tesis también se han introducido las mutaciones 

de IDH2 en el organismo modelo Caenorhabditis elegans, generando 3 nuevas cepas. 

Finalmente, se ha llevado a cabo un estudio funcional en estas cepas para comprobar 

los efectos moleculares de estas mutaciones. 

Por todo ello, los resultados obtenidos en esta Tesis abren nuevas vías de 

desarrollo de modelos de investigación en el ámbito de la LMA. Entre otras aplicaciones, 

podrían emplearse en la investigación de los mecanismos moleculares implicados en el 

proceso leucemogénico, el estudio de las interacciones entre mutaciones concurrentes 

así como los procesos moleculares comunes a otras enfermedades. 

Las construcciones guía generadas por PCR son funcionales 
En este trabajo probamos como las construcciones generadas por PCR a partir 

del vector pEGR1 presentan una eficiencia de edición al menos similar al vector CRISPR 

pX458 en las células HEK293. La metodología desarrollada se distingue de otras por ser 

sencilla, rápida y muy económica. Partiendo del vector pEGR1 y de secuencias guías 

empleadas como primers, es posible obtener en un corto periodo de tiempo las 

construcciones guías, con el gen codificante del marcador GFP de forma opcional. 

Las eficiencias de edición reportadas en la bibliografía presentan un rango de 

valores muy amplio, desde trabajos con valores similares a los obtenidos en esta Tesis, 

hasta trabajos donde han alcanzado valores mucho mayores, como el trabajo de Di 

Stazio, en el cuál consiguen un 39 % de eficiencia de edición por HDR (Di Stazio et al., 

2021). Estas notables diferencias pueden deberse a factores que no se conocen aún en 
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profundidad, debido a la gran velocidad a la que progresa el campo de la edición génica. 

En el trabajo de Miyaoka et al. (2016) se analizó sistemáticamente varias condiciones de 

edición génica en tres líneas celulares distintas. Este grupo concluyó que las eficiencias 

de reparación por NHEJ y HDR están influenciados en gran medida por el contexto, 

según el tipo celular y la diana escogida. Para el locus RBM20 fueron capaces de editar 

mediante HDR células HEK293, pero no fueron capaces de reproducirlo de forma 

eficiente en las células HeLa y en iPSCs. Distintos patrones de expresión de los 

componentes celulares encargados de la reparación del ADN y modificaciones 

epigenéticas específicas pueden ser las causas de las diferencias de edición entre 

distintas líneas celulares (Miyaoka et al., 2016). La condensación de la cromatina 

eucariota es uno de los factores que tiene un gran peso en la eficiencia de corte de la 

nucleasa Cas9 (Chakrabarti et al., 2019; Horlbeck et al., 2016; Isaac et al., 2016; 

Yarrington et al., 2018). Issac y colaboradores describieron que las secuencias de ADN 

localizadas en la región central de los nucleosomas son menos accesibles a la Cas9, 

produciéndose una gran disminución de la eficiencia de corte (alrededor de 1000 veces 

respecto a secuencias de ADN libres) debido al bloqueo del reconocimiento de la 

secuencia PAM (Isaac et al., 2016). Estos resultados están apoyados por los estudios in 

vivo e in vitro de Horlbeck (Horlbeck et al., 2016). Por otro lado, se ha comprobado que 

la hiperacetilación de histonas y la disminución de la marca H3K27me también afectan 

a la eficiencia de edición, aumentándola o disminuyéndola respectivamente 

(Chakrabarti et al., 2019). Por ello, la condensación del ADN en las regiones diana de 

IDH2 y MYBL2, así como marcas epigenéticas características de la línea HEK293 pueden 

explicar los rangos de eficiencia de edición obtenidos en este trabajo. En este sentido, 

la caracterización del estado de la cromatina y de las marcas epigenéticas de un gran 

número de genes en las líneas celulares más empleadas sin duda permitiría optimizar 

los experimentos de edición mejorando los criterios de diseño de las secuencias guía. 

Por otro lado, se probó la eficiencia de edición al emplear un amplificado del 

casete de expresión de Cas9 mediante PCR. De esta forma se introdujo en las células los 

elementos mínimos de expresión de la nucleasa, eliminando los elementos de 

replicación en bacterias. Esto hace que las construcciones sean mucho más pequeñas y, 

en principio, más fáciles de transfectar. Con estas construcciones se obtuvieron 
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eficiencias de NHEJ y HDR menores que empleando el vector hCas9. Esta disminución 

podría deberse a una menor estabilidad de las construcciones lineales, cuyos extremos 

libres están más expuestos a la acción de nucleasas. Para compensar este efecto se 

podría explorar una religación de los extremos libres para proteger el ADN. La 

disminución de la eficiencia también podría deberse a una baja transfección. En este 

sentido, se ha descrito que el reactivo lipofectamina forma estructuras compactas con 

el ADN circular que induce la captación celular, pero en presencia de secuencias largas 

de ADN lineal puede formar estructuras similares a collares de perlas, afectando a la 

captación celular (Lehner et al., 2013; vonGroll et al., 2006). Sería necesario 

implementar nuevos métodos de transfección para introducir estos amplificados, con la 

condición de mantener una alta viabilidad celular. Los métodos de transfección 

mediados por polietilenimina (PEI) (Dyson, 2016), electroporación (Teah et al., 2017) y 

estructuras inorgánicas, como nanopartículas de oro y nanotubos de carbón (Y. Wu et 

al., 2021) pueden ser opciones alternativas al uso de lipofectamina.  

Las construcciones guía generadas por PCR son eficientes en la línea celular 
NB4-Cas9 

Debido a la escasa eficiencia de transfección de las líneas celulares 

hematopoyéticas se decidió desarrollar líneas celulares con expresión constitutiva de 

Cas9. Mediante transducción por lentivirus se generaron tres líneas celulares con la 

inserción del gen codificante de la nucleasa. De esta forma, se empleó solamente un 

paso de transducción vírica, ya que los siguientes pasos de introducción de las 

construcciones guía se realizaron mediante nucleofección, evitando la inserción de más 

elementos de ADN. Estas líneas celulares nos servirán, además de para llevar a cabo una 

prueba de concepto en el presente trabajo, para poder abordar futuras investigaciones 

de manera más sencilla. En todas las líneas celulares transducidas se detectó la 

presencia de la nucleasa Cas9 mediante PCR, menos en la línea Katsumi-1, que se 

descartó. En el momento del desarrollo de los experimentos, la empresa suministradora 

de reactivos y protocolos de nucleofección no ofrecía un protocolo para la nucleofección 

de la línea MOLM-13. Por lo tanto, se continuó el trabajo con las líneas HL60-Cas9 y NB4-

Cas9, cuyos protocolos estaban disponibles. Tras testar varias cantidades de 

construcción guía solamente se observó corte en el ensayo T7 EI en la línea NB4-Cas9. 
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Para comprobar si la falta de edición se debía a un problema en la nucleofección, 

se evaluó la eficiencia de transfección mediante citometría de flujo. Para ello, las células 

HL60-Cas9 y NB4-Cas9 se nucleofectaron con la construcción producida por PCR GFP-

pU6-MYBL2. Esta construcción codifica el guía para editar el gen MYBL2 y la proteína 

fluorescente GFP. En estos experimentos se obtuvieron de media eficiencias de 

transfección mayores a las obtenidas en NB4-Cas9, llegando a la conclusión de que las 

construcciones eran capaces de introducirse en las células. A pesar de ser tipos celulares 

similares y presentar eficiencias de transfección semejantes, puede que la cantidad de 

construcción nucleofectada en las HL60-Cas9 no fuera suficiente para producir edición. 

Sería necesario realizar una optimización de la cantidad de construcción a transfectar, 

teniendo en cuenta que puede producir un aumento de la mortalidad celular por 

toxicidad.  

Continuando con la línea NB4-Cas9 se probó que las construcciones guía 

producen mayor eficiencia de transfección que otros vectores ampliamente usados 

como el vector PX458 (de casi 10 kb) y el vector pMAXGFP (aproximadamente 3 kb). Los 

ratios de células GFP+ son similares a los obtenidos en el estudio de Wu et al. (2015), en 

el cual probaron que una construcción generada amplificando el gen codificante de GFP 

mediante PCR produce mayores ratios de transfección en células NB4 que el plásmido 

original pEGFP-N2 (K. Wu et al., 2015).  

Mediante las construcciones guía se obtuvieron eficiencias medias de 10,52 % 

de NHEJ y un 2,2 % de HDR. Estas eficiencias son cercanas a los rangos obtenidos en 

líneas celulares leucémicas de fácil manejo, como la línea K562. En el trabajo de Brabetz 

et al. (2017) los investigadores introdujeron la mutación R140 en el gen IDH2, 

obteniendo eficiencias de NHEJ en el rango de 24 al 46 % y de HDR del 3 al 10 %. Para 

ello, los autores emplearon los vectores PX458 y pBS-SK (+) (Brabetz et al., 2017). Como 

se ha comentado anteriormente, el tipo celular y la secuencia diana son factores 

determinantes de la eficiencia de edición. A pesar de no ser el mismo tipo celular, al 

emplear una región cercana como diana es posible comparar las eficiencias obtenidas. 

Por otro lado, no sería posible emplear los mismos vectores en las células NB4 debido a 

su baja eficiencia de nucleofección, como se ha discutido en el párrafo anterior. 
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Por último, al realizar los ensayos de HDR con dos tipos de ssODN, observamos 

que el ssODN con sentido directo sí que produce edición, mientras el anti sentido no 

produce edición detectable en el ensayo de RFLP. Esto puede indicar diferencias en la 

accesibilidad a la región dependiendo del tipo de ssODN durante el proceso de 

reparación por HDR. En estudios previos, Okamoto y colaboradores describieron como 

los ssODN diseñados en la hebra complementaria al sgRNA son más eficientes (Okamoto 

et al., 2019). En el caso presentado en esta Tesis, el sgIDH2_8 está diseñado en la hebra 

codificante, y el sgIDH2_3 en la complementaria, por lo que la regla de Okamoto y 

colaboradores se cumpliría para ambos ssODN. Puede que esta disparidad esté causada 

por el uso de dos complejos Cas9. Se ha descrito que la nucleasa permanece unida a la 

diana después de producirse el corte, pudiendo disminuir la accesibilidad del ssODN 

(Miyaoka et al., 2016; Sternberg et al., 2014). Es posible que la cercanía de las dos 

secuencias diana y que se mantengan las Cas9 unidas tras el corte disminuya la 

accesibilidad del ssODN anti sentido. 

La eficiencia de las construcciones CRISPR generadas por PCR es 
comparable a la de los complejos RNPs 

El uso directo de los elementos CRISPR en formato de RNPs presenta numerosas 

ventajas, como su alta eficiencia de edición y pocos efectos off-targets comparados con 

plásmidos y mARN codificantes de Cas9 (S. Zhang et al., 2021). Esto es debido a que las 

RNPs no han de expresarse desde un vector de ADN o ARN mensajero, si no que actúan 

directamente una vez se han introducido en el núcleo celular. En consonancia con esto, 

en este trabajo se ha obtenido una mayor eficiencia de NHEJ empleando las RNPs. Otros 

estudios han investigado la diferencia de eficiencias empleando distintos formatos de 

los elementos CRISPR, sugiriendo que la introducción de proteínas exógenas puede ser 

menos tóxica para las células que la introducción de nucleótidos (Okamoto et al., 2019). 

Por otro lado, a pesar de obtener un mayor porcentaje de corte con las RNPs, no 

observamos un aumento de la edición por HDR. Otros trabajos resaltaron observaciones 

similares (Miyaoka et al., 2016).  

Los mecanismos principales de reparación de cortes en la doble cadena de ADN 

por NHEJ y HDR involucran vías moleculares distintas y la prevalencia de un mecanismo 

de reparación sobre otro puede determinar las eficiencias de edición. El NHEJ es 
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normalmente el mecanismo predominante de reparación ya que es un sistema robusto 

y rápido, a pesar de ser propenso a errores. En esta vía actúa un complejo de siete 

proteínas distintas, pudiendo alcanzar una eficiencia del 90% (M. Liu et al., 2019). Al 

contrario, la vía de HDR es un mecanismo de reparación fiel y requiere de la intervención 

de más de 13 proteínas distintas (M. Liu et al., 2019). Además, la región homóloga de la 

cromátida hermana o del molde usado para editar debe encontrarse próxima al sitio de 

rotura. Todo ello hace que la vía de HDR sea un método más complejo y menos eficiente. 

Asimismo, el empaquetamiento de la cromatina también influye en la accesibilidad de 

estos complejos de reparación (Chakrabarti et al., 2019). Por todo ello, las características 

intrínsecas del mecanismo de HDR y la accesibilidad del gen IDH2 en las células NB4 

pueden producir el bloqueo de la eficiencia de edición mediante HDR a pesar de 

aumentar la eficiencia de NHEJ con el uso de RNPs. 

Debido a la baja eficiencia de la reparación vía HDR que ocurre en prácticamente 

todos los sistemas estudiados, se han desarrollado distintas moléculas que bloquean el 

mecanismo de reparación por NHEJ. Ejemplos de estas moléculas son SCR7, E1B55K y 

E4orf6, que actúan inhibiendo la Ligasa IV (M. Liu et al., 2019; Vicente et al., 2021). 

También se han empleado pequeños ARNs interferencia para inhibir la proteína Ku, 

iniciadora del proceso de NHEJ. Otras moléculas inhiben el NHEJ afectando a vías 

moleculares generales, como Brefeldin A, que inhibe el transporte de proteínas del 

retículo endoplasmático al aparato de Golgi, y RS-1, aumentando el HDR dependiendo 

de la diana y la estabilización de Rad51 y el ADN (M. Liu et al., 2019). Sin embargo, el 

uso de estas moléculas puede derivar en un aumento de la apoptosis celular, como han 

demostrado algunos autores (Acosta et al., 2018; M. Liu et al., 2019), por lo que no se 

consideró su uso en este trabajo. Otra estrategia que se ha implementado para 

aumentar la eficiencia del HDR es la introducción de modificaciones en las moléculas 

empleadas como donadores. Se ha comprobado que modificaciones químicas, como 

trietilenglicol, en el extremo 5' aumentan la eficiencia de edición cuando se introducen 

en donadores de gran longitud, mientras que en donadores cortos se consigue alcanzar 

el tope de eficiencia empleando concentraciones menores (Ghanta et al., 2021). Al igual 

que otros aspectos de la edición mediante el sistema CRISPR/Cas9, estas modificaciones 
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producen distintos efectos dependiendo de la diana escogida y del modelo empleado 

(Ghanta et al., 2021). 

La secuenciación masiva confirma las eficiencias de corte y edición 
obtenidas. 

El ensayo de detección de mismatches mediante T7 EI es un método sencillo y 

preciso para evaluar la eficiencia de la edición génica generada por la endonucleasa 

Cas9. Sin embargo, esta estrategia puede no ser fiable en determinadas circunstancias. 

La capacidad de evaluación de edición de esta enzima se basa en la formación de 

heterodúplex de ADN. Por ello, si el sgRNA empleado es muy eficiente, y se da de forma 

dominante un solo tipo de indel la formación de heterodúplex entre secuencias editadas 

y salvajes es menor, y la cuantificación por T7 EI no es fiable. Los resultados de los 

trabajos de Senmanat et al. sugieren que la enzima T7 EI presenta mayor sensibilidad en 

las muestras con alta complejidad de indels con rangos de distintos de tamaños 

(Sentmanat et al., 2018). Por otro lado, mediante NGS es posible conseguir una 

estimación precisa del tipo, tamaño y frecuencia de los indels generados (Sentmanat et 

al., 2018). Ello permite también estudiar los posibles cortes inespecíficos en las 

secuencias off-targets aunque se hayan producido con una frecuencia muy baja. 

Para calcular la actividad de la nucleasa Cas9 a través de los datos de NGS se 

deben considerar los porcentajes obtenidos de los diferentes tipos de edición (NHEJ, 

HDR, HDR imperfecto y secuencias ambiguas), ya que el estudio se realiza sobre el pool 

de células editadas. De esta forma se obtuvieron porcentajes de corte muy similares a 

los obtenidos por T7 EI: 14,52 % por T7 y 13,82 % por NGS para NB4-Cas9 Edición y 29,8 

% por T7 y 29,9 % por NGS para NB4 RNP. En cuanto a la eficiencia de edición, también 

se obtienen porcentajes similares mediante el ensayo de RFLP y la NGS. Por todo ello, 

en nuestro caso el ensayo de la endonucleasa T7 EI es un método muy fiable para 

determinar la eficiencia de NHEJ. El principal motivo de reparación tras los dos DSB 

producidos es la deleción del fragmento de nucleótidos entre ambas secuencias guías, 

en el rango de 20 a 29 pb. Esta estrategia se ha empleado por otros autores para 

delecionar fragmentos de ADN (Blayney et al., 2020; Chen et al., 2014; Duzgunes et al., 

2021). 
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Es interesante comentar la posible relación entre la conformación de las 

secuencias PAM con las deleciones producidas. En el trabajo de Shou y colaboradores 

tras dos eventos de DSB se detectaron inserciones no aleatorias en los puntos de unión 

de ADN tras producirse deleciones, inserciones y duplicaciones. Estudiando estos 

patrones han desarrollado un modelo de predicción del tipo de reparación y ligación del 

ADN teniendo en cuenta cuatro posibles configuraciones de las secuencias PAM. La 

configuración de las secuencias PAM produce que la nucleasa Cas9 medie la inserción 

de secuencias nucleotídicas cortas en extensión 5'-3', mediante la acción conjunta con 

ADN polimerasas y ADN ligasas. Estas secuencias condicionarán que ocurran procesos 

de inversión, deleción o duplicación de la región entre los puntos de DSB. La 

configuración de las secuencias PAM empleadas en este trabajo es 5' NGG y CCN 3'. En 

el modelo propuesto por los autores, esta configuración debería desencadenar la 

adición de los nucleótidos 5'-GC-3' en el punto de rotura mediado por la PAM NGG, y los 

nucleótidos 5'-CCC-3' en el punto de rotura mediado por la PAM CCN. Según los autores, 

esto debería producir una duplicación del fragmento de nucleótidos entre las secuencias 

PAM (Shou et al., 2018). Esto contradice los resultados obtenidos en este trabajo, donde 

encontramos que la deleción es el principal motivo tras la reparación. Según Shou et al., 

la deleción ocurriría con la conformación 5' CCN-NGG 3' de las secuencias PAM. Esto 

puede deberse a la poca distancia entre ambas secuencias PAM. En nuestro caso ambas 

se encuentran a ocho pb, mientras que en el trabajo comentado trabajan con guías que 

distan entre si entre 700 pb, 1 y 6 kb. También puede ser que la regla descrita por Shou 

y colaboradores sea específica de diana y no se pueda extrapolar a otros loci. 

Mediante secuenciación masiva no se detectan cambios significativos en los 
off targets analizados 

Por último, en este trabajo se han estudiado los posibles cortes inespecíficos de 

la nucleasa Cas9. El sistema CRISPR/Cas9 admite variaciones entre 3 y 5 nucleótidos 

debido a que la secuencia sgRNA tolera esas diferencias en el ADN. A pesar de que esta 

unión es menos eficiente y con una eficiencia de corte de la nucleasa mucho más baja, 

es posible que se produzcan modificaciones indeseadas (Manghwar et al., 2020). Por 

otra parte, existen otros factores que pueden producir que la Cas9 corte en sitios sin 

homología completa. El ADN o el sgRNA pueden formar pequeños bucles en los 

nucleótidos no homólogos entre ambos, corrigiendo el alineamiento y permitiendo el 
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corte de la nucleasa (Manghwar et al., 2020). Dependiendo de la posición de estos 

bucles el sistema CRISPR/Cas9 puede tolerar bucles de hasta 4 pb (Lin et al., 2014). Estas 

posibilidades se tuvieron en cuenta a la hora de escoger los off-targets a estudiar. Al 

realizar la predicción in silico con un bucle de ADN y/o ARN no se obtuvo ningún off-

target. Sin embargo, al combinar la opción de presentar mismatches y bucles, los off-

targets aumentaron en gran medida: la combinación de 2 mismatches y/o 1 bucle de 

ADN y/o ARN dio como resultado 100 posibles off-targets para el guía 3 y 81 para el guía 

8; la combinación de 3 mismatches y 1 bucle de ADN y/o ARN mostró 563 para el guía 3 

y 858 para el guía 8. No es posible abarcar un estudio de tantas regiones empleando la 

estrategia de secuenciación dirigida que se ha desarrollado. Para completar este estudio 

sería necesario complementar el análisis de NGS realizado con una secuenciación 

genómica más amplia con el fin de comprobar el posible efecto de los bucles de ADN y 

ARN en los experimentos realizados. Por ello, en este trabajo se escogió como criterio 

la selección de off-targets con máximo 3 nucleótidos distintos respecto a la secuencia 

de los guías.  

Mediante el software CRISPResso2 se analizaron las lecturas obtenidas de los 

potenciales off-targets y con la variante CRISPResso2 Compare se compararon las 

lecturas obtenidas en las muestras NB4-Cas9 control y NB4-Cas9 editadas. No se 

obtuvieron diferencias entre ambas muestras. Por otro lado, no se obtuvieron lecturas 

suficientes de la muestra NB4 control para compararla con los resultados de la muestra 

NB4 editada. A pesar de ello, en el análisis simple de CRISPResso2 no se obtuvieron 

variaciones significativas en los 16 off-targets. 

El sistema de edición génica CRISPR/Cas9 ha supuesto una gran revolución en los 

últimos años y ha sido adoptado rápidamente como herramienta de ingeniería genética 

por innumerables laboratorios de investigación. A pesar de ello, el conocimiento para 

predecir la precisión, eficacia y el resultado de la edición en distintas dianas del genoma 

es limitado. Es necesario profundizar en los mecanismos de interacción entre las 

nucleasas y los componentes celulares eucariotas, como la cromatina, regiones 

repetitivas complejas y las diferentes vías de reparación del ADN. Para ello es necesario 

caracterizar en profundidad las formas de edición en distintas dianas y tipos celulares y 
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compararlas entre sí, con el objetivo de detectar patrones generales o específicos de 

reparación. De esta forma será posible generar protocolos precisos para desarrollar 

diversos tipos de edición en distintas dianas de forma precisa y eficiente. 

Detección del oncometabolito 2-HG en los modelos desarrollados en 
Caenorhabditis elegans 

Las vías metabólicas de ácidos grasos y aminoácidos están muy estudiadas en C. 

elegans. Mediante el uso de moléculas de RNAi y la inactivación de genes se ha podido 

caracterizar los cambios metabólicos que sufre el gusano a lo largo de su ciclo vital y 

cómo responde ante condiciones adversas, como la restricción de nutrientes, 

variaciones de temperatura y anoxia. Al estudiar la tasa metabólica en los distintos 

estadios ocurre un aumento en estadio de larva L1, que continúa hasta los estadios de 

larva L2-L4. Este aumento tras la eclosión puede deberse a que los embriones obtienen 

energía principalmente del ciclo del glioxilato, empleando las reservas de lípidos y la 

gluconeogénesis. Tras la eclosión, la principal fuente de producción de energía pasa a 

ser el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT). Por otro lado, son muchos los parámetros 

metabólicos que disminuyen a lo largo de la vida adulta de los gusanos, como el 

consumo de oxígeno, generación de calor, mantenimiento de los niveles de ATP, ratio 

ATP: AMP, el potencial de producción de superóxido, la capacidad de bioreducción y la 

producción de amonio (Braeckman et al., 2009).  

Realizar estudios metabólicos en C. elegans presenta muchas ventajas pero 

también dificultades, como la obtención de una cantidad suficiente de individuos 

sincronizados y métodos eficientes de rotura de la cutícula (Braeckman et al., 2009). En 

este trabajo, hemos realizado una puesta a punto del número de gusanos necesario para 

hacer la cuantificación y del método de lisis para obtener una cantidad de muestra 

suficiente para su análisis. La disminución del metabolismo a mayor edad de los gusanos 

se ve reflejado en los resultados de la cuantificación de 2-HG. Al analizar los estadios L4 

y adulto observamos que la concentración es menor en los adultos. Como se ha 

señalado, los estadios de larva presentan una mayor actividad del metabolismo, además 

de implicar principalmente al CAT para la obtención de energía (Edwards et al., 2013).  

A lo largo del ciclo vital del gusano, la mitocondria es uno de los orgánulos donde 

más se acumulan moléculas reactivas de oxígeno (ROS) y, por lo tanto, donde más daño 
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oxidativo se produce. Con el avance de la edad, los mecanismos moleculares de defensa 

contra la acumulación de ROS disminuyen, causando poco a poco una alteración 

mitocondrial y de la homeostasis que afecta al CAT (Gao et al., 2018). Esta alteración 

paulatina de la actividad mitocondrial produce la disminución de metabolitos, como el 

2-HG. Alteraciones de los intermediarios del CAT altera el ciclo vital normal del gusano. 

Por ejemplo, su inhibición o bloqueo inhibe las primeras etapas de la embriogénesis. Por 

otro lado, la adición de malato, fumarato y oxalacetato produce un aumento de la 

esperanza de vida, del ratio NAD/NADH y del consumo de oxígeno (Edwards et al., 2013).  

Xudong Fu y colaboradores estudiaron el efecto de aumentar los niveles de los 

dos enantíomeros de 2-HG en al gusano. Para ello añadieron estos metabolitos en las 

placas de NGM. Observaron un aumento de la esperanza de vida del gusano similar al 

que previamente habían asociado al aumento de α-CG (Fu et al., 2015). En estos 

experimentos los gusanos en estadio L4 presentaban una media de esperanza de vida 

adulta de 20 días con suplementación de R-2-HG, y de 20,7 días con L-2-HG, mayor que 

los controles, con una media de 14 días. Concluyeron que tanto el aumento del α-CG 

como el de los dos enantiómeros de 2-HG inhiben la enzima ATP sintasa, disminuyendo 

la respiración mitocondrial y la vía de mTOR (Fu et al., 2015). Esto a su vez hace que se 

aumente la autofagia y otras vías de supervivencia celular (Konstantinidis et al., 2021). 

El CAT presenta una alta conservación evolutiva gracias a su papel esencial, 

existiendo una la alta homología entre el gen IDH2 y la proteína codificante con su 

ortólogo, el gen idh-2. Gracias a esta homología hemos encontrado conservados los 

residuos R140 en la posición R123, y el R172 en R155, permitiendo la introducción de 

las mutaciones homólogas descritas en LMA. Las mutaciones en idh-2 se pueden 

mantener en homocigosis en el gusano, incluso la concurrencia de ambas mutaciones, 

de forma viable. A pesar de ello, las cepas desarrolladas no presentan el aumento 

esperado del oncometabolito ni la alteración de la esperanza de vida descrita por otros 

autores. 

Por otro lado, existen otros modelos de mutaciones asociadas a desórdenes 

hematológicos en C. elegans que no desarrollan los fenotipos observados en pacientes. 

Serrat y colaboradores introdujeron mutaciones missense relacionadas con SMD en el 

gen sftb-1, ortólogo del factor de splicing SF3B1. Las mutaciones en SF3B1 producen 
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alteraciones del transcriptoma, que conllevan a la alteración de múltiples funciones 

celulares que se asocian directamente con el desarrollo de la enfermedad (Putowski et 

al., 2021). Estas alteraciones en el transcriptoma no se observaron en el modelo de C. 

elegans desarrollado. Por otro lado, fueron capaces de incluir mutaciones en otros genes 

que raramente se dan de forma conjunta con mutaciones en SF3B1 (U2AF1S34P y 

SRSF2P95H) debido a su letalidad en otros organismos. De esta forma los autores 

pudieron estudiar nuevas vulnerabilidades e interacciones funcionales entre estos 

genes (Serrat et al., 2019). 

Muchos investigadores han observado que modelos desarrollados mediante 

edición génica con nucleasas no presentan los fenotipos esperados. En relación a esto, 

en la revisión de Salgana y en el trabajo de Serobyan, se describen numerosos casos de 

incoherencias entre modelos desarrollados con morfolinos y ARN anti sentido con 

modelos desarrollados mediante CRISPR en C. elegans, pez cebra y ratón (Salanga et al., 

2021; Serobyan et al., 2020), donde los primeros si presentan un fenotipo claro y los 

segundos no. En algunos casos se describe que el efecto de la mutación introducida con 

CRISPR se compensa con un aumento de expresión de otro gen con una función similar. 

En estos casos se habla de una adaptación transcripcional o compensación génica 

producida por la presencia del ARN mensajero mutante. La presencia de este ARN, junto 

a su degradación, están involucrados en el aumento de señales de expresión, como el 

aumento de la metilación H3K4me3. La no producción de estos ARNm mutantes en los 

modelos desarrollados con morfolinos y con ARN anti sentido hace que no se active esta 

vía, no se de la compensación y se produzca el fenotipo (Salanga et al., 2021; Serobyan 

et al., 2020). 

Bajo este escenario, es posible que en los modelos desarrollados en este trabajo 

también se esté produciendo una compensación génica para evitar los efectos de la 

acumulación del 2-HG. Gracias a un mayor interés por el metabolito 2-HG recientemente 

se han descrito un mayor número de enzimas involucradas en su metabolismo. La 

enzima D-2-hidroxiglutarato deshidrogenasa (D-2-HGD) es una enzima mitocondrial 

dependiente de FAD encargada de catalizar la conversión del D-2-HG a α-CG (Veiga-da-

Cunha et al., 2020). Mutaciones missense o nonsense en esta enzima disminuyen o 

eliminan la capacidad de unión a FAD, disminuyendo la actividad de la proteína y 
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derivando en un aumento de los niveles de D-2-HG (Yang et al., 2021). Esta acumulación 

desencadena un desorden neurológico raro llamado Aciduria D-2-hidroglutárica Tipo I 

(OMIM 600721). Esta alteración metabólica produce el aumento de los niveles de D-2-

HG en orina, plasma y fluido cerebroespinal. Los fenotipos clínicos son muy diversos, 

pero se pueden agrupar en dos clases. Los fenotipos graves se caracterizan por 

encefalopatía epiléptica infantil de inicio temprano o neonatal con hipotonía marcada, 

fallo y retraso visual neurológica, y retraso serio del desarrollo. Por otro lado, estaría el 

fenotipo medio, que presenta mayor variabilidad y se caracteriza por hipotonía y retraso 

del crecimiento (Kranendijk et al., 2010). Mutaciones en este gen también se asocian 

con linfoma difuso de células grandes B (Yang et al., 2021). Se han encontrado ortólogos 

de esta enzima en otros organismos modelo, como E. coli (Zhao et al., 1996), 

Saccharomyces cerevisiae (Struys, 2006), Pseudomonas putida (Kopchick et al., 1979) y 

Arabidopsis thaliana (Araújo et al., 2010). En C. elegans encontramos el ortólogo 

F54D5.12. Este gen presenta un porcentaje de identidad del 43,74 % respecto al gen 

humano (Ensembl). Hasta la fecha, no se han desarrollado estudios funcionales sobre 

este gen, ni cepas con modificaciones del mismo. Si la proteína codificada en F54D5.12 

tiene la misma funcionalidad que D-2-HGD, sería la encargada de transformar el D-2-HG 

en α-CG en las mitocondrias del gusano y su acción podría regular el aumento de 2-HG 

producido por las mutaciones introducidas en idh-2. 

El desarrollo de cepas con las mutaciones de idh-2 y la inactivación de F54D5.12 

permitirían esclarecer la función del gen F54D5.12, su papel en la vía del 2-HG y su 

implicación en la compensación de las mutaciones de idh-2. Estos dobles mutantes 

servirían para producir el aumento del oncometabolito y estudiar las vías moleculares 

que se ven afectadas y que pueden ser comunes entre la LMA y la aciduria. 
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CONCLUSIONES 
 El trabajo desarrollado en esta Tesis nos lleva a las siguientes conclusiones: 
 

1. Mediante el sistema de PCRs desarrollado sobre el vector pEGR1 como molde es 
posible producir construcciones guía de forma rápida, sencilla y eficiente. 

 
2. Las construcciones guía generadas por PCR producen una eficiencia de edición 

mayor que otros vectores CRISPR ampliamente utilizados en las células HEK293. 
 

3. Las construcciones guía generadas por PCR presentan eficiencias de transfección 
mayores en las líneas celulares leucémicas NB4 y HL60 que otros vectores 
CRISPR. 

 
4. El uso de las construcciones guía desarrolladas en células NB4 con expresión 

constitutiva de Cas9 producen eficiencias de corte menores que los complejos 
de ribonucleoproteínas, pero eficiencias de edición de la mutación IDH2R172 
similares. 

 
5. El empleo de dos secuencias guía adyacentes produce que los principales 

cambios introducidos en la edición sean deleciones de los nucleótidos entre 
ambas posiciones. 

 
6. La inserción del gen codificante de la nucleasa Cas9 en el genoma de las células 

NB4 no produce cambios significativos en los potenciales off targets de los guías 
IDH2_3 e IDH2_8. 

 
7. El gen idh-2 de Caenorhabditis elegans presenta una gran homología con el gen 

IDH2 humano, y los dominios del producto que codifica, afectados por las 
mutaciones en pacientes, están conservados al 100 %. Gracias a esto, se han 
generado las cepas RVM(479), RVM(480) y RVM(481) con las mutaciones 
ortólogas a R140, R172 y ambas, respectivamente. 

 
8. La introducción de las mutaciones ortólogas a R140 y R172 en idh-2 por si solas 

no reproducen el aumento del oncometabolito R-2-hidroxiglutarato observado 
en pacientes. Es necesario realizar una caracterización funcional más exhaustiva 
para estudiar los cambios que estas mutaciones podrían producir en C. elegans 
y estudiar otras vías que puedan estar involucradas en la acumulación del 
oncometabolito.  
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ANEXO I 
 

Tabla 2.1: Secuencias guía empleadas en los ensayos in vitro. 

Secuencia guía Secuencia (5¢– 3¢) 
MYBL2 TTGGCAGCTGGCTCCCTC 
IDH2_1 GCGTGCCTGCCAATGGTGAT 
IDH2_2 TCCAGCCAGGGACTAGGCGT 
IDH2_3 CTGGCCTACCTGGTCGCCAT 
IDH2_4 GCTTGGTCCAGCCAGGGACT 
IDH2_5 GTGATGGGCTTGGTCCAGCC 
IDH2_6 GGCGTGCCTGCCAATGGTGA 
IDH2_7 GAGAGGGGATCCACTGACCT 
IDH2_8 TGGACCAAGCCCATCACCAT 

 
  
Tabla 2.2. Secuencia del ssODN empleado para introducir la mutación R172 en células.  

ssODN Secuencia (5'-3') 

IDH2_R172K tgcaaaaacatcccacgcctagtccctggctggactaaaccgataacgatcggaaagcacgcgcatggcgac
caggtaggccagggtggagaggggat 

IDH2_R172K 
anti sentido 

atcccctctccaccctggcctacctggtcgccatgcgcgtgctttccgatcgttatcggtttagtccagccaggga
ctaggcgtgggatgtttttgca 
 

Los nucleótidos resaltados en negrita y en color naranja indican los cambios producen la mutación R172K en células. 
En rojo se marcan los cambios introducidos para evitar el corte por la nucleasa Cas9. 
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Tabla 2.3: Potenciales off targets de los guías IDH2_3 e IDH2_8. 

 Posición 
cromosómica Gen Secuencia Región 

sgIDH2_3 
3_off1 chr5: 173428070 CTB-32H22 CTGaCCTgCCTGGTCcCCATTGG Intrón 
3_off2 chr1: 205830643 (-) PM20D1 tTGGCCTcCCTGGTCGtCATGGG Intrón 
3_off3 chr2: 241745044 D2HGD CTGGCCTtCCTGGTgGtCATGGG Intrón 
3_off4 chr17: 2879971(-) RAP1GAP2 CaGGCCTACCTGGTCcCCATTGG Intrón 

sgIDH2_8 
8_off1 chr3: 76082901 ROBO2 cGGACCAAGgCgATCACCATGGG Intrón 
8_off2 chr4: 130711158 (-) - TGtACCAAGCtCATCAaCATTGG Intergénico 
8_off3 chr1: 2405874 PEX10 TGGgCCAtGCCCATCcCCATCGG Intrón 
8_off4 chr1: 54465152 - TGGACCAAGCCCcTCACCtTGGG Intergénico 
8_off5 chr15: 70078666 TLE3 TGGcCCAAGCCCtTCACCAaCGG Intrón 
8_off6 chr17: 83115842 (-) - TGGACCAAGtCCAcCtCCATGGG Intergénico 
8_off7 chr10: 127909863 (-) PTPRE TGGACCAtGCCCATCcaCATCGG Intrón 
8_off8 chr6: 31629230 PRRC2A gGGACCAAtCCCATCACCcTTGG Exón 

8_off9 (*) chr14: 99534805 CCNK/CCDC85
C TGGcCaAAGCCCtTCACCATAGG Exón/Intrón 

8_off10 chr9: 38523669 RP11-
103F21.4 gGGACCAgGCCCtTCACCATTGG Pseudogen 

8_off11 chr9: 97112588 - gGGACCAgGCCCtTCACCATTGG Intergénico 
8_off12 chr18: 58014733 (-) - TGaACCAAGCCCATaACCcTTGG Intergénico 

(*) La posición del off-target 8.9 coincide con el final de la secuencia del exón 11 del gen CCNK y con el primer intrón 
del gen CCDC85C. 
Los nucleótidos en rojo y en minúscula indican las disparidades entre los off targets y las secuencias guía. 

 
Tabla 2.4. Cepas de C. elegans empleadas 

Nombre Genotipo Procedencia 

N2 Cepa salvaje CGC 

RMV479 idh-2 (vlt24) Este trabajo 

RMV480 idh-2 (vlt25) Este trabajo 

RMV481 idh-2 (vlt26) Este trabajo 

 
Tabla 2.5: Secuencias guía empleadas en C. elegans. 
Secuencia guía Secuencia (5¢– 3¢) 

idh-2_ R123Q AAGATGTGGCTCTCACCAAA 

idh-2_ R155K ACTGATCTCCAAAAGCGTGG 

dpy-64 GCTACCATAGGCACCACGAG 
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Tabla 2.6. Secuencias de los ssODNs empleados en C. elegans. 
ssODN Secuencia (5'– 3') 

idh-2_ R123Q 
cggacgaggctcgcatcaaagagtttaatcttaagaaaatgtggctttctccgaatggaactattcaaaatatt
ctaggaggaactgtatttcgtgagccaat 

idh-2_ R155K 
cacgactagtgcctggatggactcagccgatcacaattggaaaacatgcatttggagatcagtataaatgcac
agatttagttattccaa 

dpy-10(cn64) 
cacttgaacttcaatacggcaagatgagaatgactggaaaccgtaccgcatgcggtgcctatggtagcggag
cttcacatggcttcagaccaacagcctat 

Los nucleótidos resaltados en negrita y en color naranja indican los cambios que introducen las mutaciones R123Q, 
R155K y dpy (cn64). En rojo se marcan los cambios introducidos para evitar el corte por la nucleasa Cas9. Se tuvo en 
cuenta el patrón de uso de codones característico en C. elegans para introducir todos los cambios. 

 
Tabla 2.7. Potenciales off targets de los guías idh-2_ R123Q e idh-2_ R155K 

 Posición 
cromosómica Gen Secuencia Región 

idh2_ R123Q 

R123Q_off1 chrIII:13302221-
13302243 (+) Y43F4B.5 AAtAaGTGGaTCTgACCAAA Exón 

idh2_ R155K 

R155K_off1 chrV:13359735-
13359757 (+) F32H5.3 ATtGATgcCCgAAAGCGTGG Exón 

R155K_off2 chrV: 4862871-
4862893 C37H5.13 AgaGATCTCtAAAAaCGTGG 

 Exón 

R155K_off3 chrII: 7574514-
7574536 F35D2.2 AtTGATtTaCAAAAtCGTGG Exón 

Los nucleótidos en rojo y en minúscula indican las diferencias entre los off targets y las secuencias guía. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2.9. Primers empleados para la amplificación de la secuencia U6-
sgRNA en el vector PX458.   

 Secuencia (5'-3') 
pU6_sgRNA_F_AflII AGCTGCCTTAAGGGTTCCTGGCCTTTTGCTGG 
pU6_sgRNA_R_AflII AGCTGCCTTAAGGGGTACCTCTAGAGCCATTTG 

En cursiva y negrita se muestra el sitio de reconocimiento de la enzima AflII. 
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Tabla 2.10. Primers diseñados para generar las construcciones sgRNA mediante 
PCRs. 

 Secuencia (5'-3') 
FPCR_1F GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 
FPCR_1R CCGGCAGACGACGATTTATGACGGAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC 
FPCR_2F AAAAAACCTCCCACACCTCC 
FPCR_2R GGTGTTTCGTCCTTTCCACAA 
FPCR_3F GTTGTGGTTTGTCCAAACTC 
FPCR_3R CCGGCAGACGACGATTTATGACGG 
FPCR_4F GGGTCATTAGTTCATAGCCC 
FPCR_4R GGTGTTTCGTCCTTTCCACAA 
FPCR_5F AGCCCATATATGGAGTTCCG 

La secuencia guía en forma directo debe añadirse al primer FPCR_1F y en forma reversa al 
primer FPCR_2R, en 5' 

 
Tabla 2.11. Primers empleados para amplificar el casete de 
expresión de Cas9 del vector hCas9 

Nombre Secuencia (5'-3') 
Cas9_F TCTGCTCTGATGCCGCATAG 
Cas9_R CTGCGCAGATCTGCTATGGC 

 
Tabla 2.12. Primers empleados para amplificar la región editada de los genes 
MYBL2 e IDH2 en las líneas celulares  

Diana Directo (5'-3') Reverso (5'-3') 
MYBL2 CTTTCCCACCCTGTAGCAGG CCACATGCTGCAAATGTCTCAG 
IDH2 ACTCCAGAGCCCACACATTT ATGCCGGGATTACAAGTGTC 
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Tabla 2.13. Primers usados en la preparación de la librería (PCR 1). 
Off target Directo (5'-3') Reverso (5'-3') 
sgRNA3_1 TGTGTGTGGTTTGGAGGATG AGCCATTCTTCCTGTACAGC 
sgRNA3_2 CTGAAAGCGTATAGCTATCC GGCCTTGGGTATGAAATGAAG 
sgRNA3_3 CCACTGTTGGTGTGAGGAAG GCATGTCCCTCAACCTTACTC 
sgRNA3_4 AGCCCTACTGTAATGCTTGG ATGTCATCCATCAGTCCCCG 
sgRNA8_1 GATGATTGCCATAGCCTCAG ATCCTATCTCCCACACTGTG 
sgRNA8_2 GTACTCTAGCCTGGTGACAG AGAATGGGAGGGGGAATAAG 
sgRNA8_3 AGAGGTCATCTGTGTCCAGG CTGGGACTCGGCCTTCTGAA 
sgRNA8_4 TGAAAGGAGGGTGAGCCG GAAGGTTCCCCCCTCATTTG 
sgRNA8_5 AGTATCACTGGCATCTCTGC CTGAGGAGGCCAGAATGACT 
sgRNA8_6 CCATATGGGAGGGCGGTAGC CAGAACAGATTCCCCCACAG 
sgRNA8_7 CCTACCAGTGGAGCCTTGAG GCTTCGATCCTGTTCCCTCC 
sgRNA8_8 TGTTGGACTAGATCACTCTG GCCCTTAGAGGGTAAACAAC 
sgRNA8_9 CGCCAGGTCTGCAATGGAAG GCCTCTTGTGAACTCTCCTC 

sgRNA8_10 GCCCTGTCAATGAAGTGAAG CCACAAATGGCTGCAGAAAC 
sgRNA8_11 AAGGCCCTGTCAATGAACTG TTCACTGCTAGGTTTGCCAC 
sgRNA8_12 GTTGGGATTACAGGTATGAG TAGTCAAGGTCTTATTGCAC 
On target TTATCTCTGTCCTCACAGAG CAAAGTCTGTGGCCTTGTAC 

Secuencia del adaptador 
de primer directo TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT 

Secuencia del adaptador 
del prime reverso GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 

 
Tabla 2.14. Primers usados en la preparación de la librería (PCR 2).  

 Secuencia primers PCR 2 (5'-3') 
TruSeq Universal 
Adapter_ Directo 

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGAT
CT 

TruSeq_NB4Cas9-
Control 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCT 

TruSeq_NB4Cas9-
Edición 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCT 

TruSeq_NB4-
Control 

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCT 

TruSeq_NB4_RNP CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCT 

TruSeq_NB4PCR CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
CTTCCGATCT 

Los nucleótidos verdes representan la zona de homología con la secuencia de los primers usados en la PCR 1. En rojo se 
muestran las etiquetas escogidas para diferenciar las muestras. 
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Tabla 2.15: Primers utilizados para realizar el screening de las mutaciones de idh-2 en C. 
elegans 

 Directo (5'-3') Reverso (5'-3') 
idh-2_R123 alelo 

salvaje 
GAATAGGAATTATCCTCCAG TGATTGTTCCGTTTGGTGAG 

idh-2_R123 alelo 
mutante 

GAATAGGAATTATCCTCCAG GAATAGTTCCATTCGGAGAA 

idh-2_R155 alelo 
salvaje 

GTGTTGCCACTACCAGATGC GATCTCCAAAAGCGTGGCGG 

idh-2_R155 alelo 
mutante 

GTGTTGCCACTACCAGATGC CTGATCTCCAAATGCATGTTTT 

 
Tabla 2.16: Primers empleados para secuenciación Sanger en C. elegans.  

 Directo (5¢-3¢) Reverso (5¢-3¢) 
idh-2 TTTGCAGGTCACCATTGACG CACATCTCCGTCGTAGTTCT 

Y43F4B.5 ATGGATGGGAAATCGAGCCG CAGTCCAAATTGCTGTGGTC 
F32H5.3 AGCAGCTCCAATTGTGACGG CCCGTGTTTTATCCTGTGTT 

C37H5.13 GAAAGTGCACGTTAATTCTG CTGACAACACTGTTTAGCCT 
F35D2.2 TAGGAGTTTATGTGGGCCAG CTCCTCCAATATGACGAGAA 

 
Tabla 2.17. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo 
Nombre cepa Descripción Fuente 

TOP10 
Cepa E. coli electrocompetentes empleadas para 
transformar y amplificar plásmidos 

Addgene 

OP50-1 
Cepa de E. coli empleada como fuente de 
alimento para C. elegans 

Addgene 

 
Tabla 2.18. Vectores empleados en este trabajo 

Nombre Fuente 
pX458 Addgene 
hCas9 Addgene 

pEGFP-N1 Addgene 
pEGR1 Este trabajo 

lentiCRISPR V.2 Addgene 
psPAX2 Addgene 
pMD2.G Addgene 

PMAXGFP Lonza 
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ANEXO II 

 

 
Figura 3.15: Análisis de los off targets mediante CRISPResso2 Compare. A la derecha de cada 
secuencia se especifica el porcentaje y número de lecturas detectadas en NB4-Cas9 control y NB4-Cas9 
Edición, respectivamente. Los porcentajes de lecturas con estas secuencias son similares en ambas 
muestras, lo que indica que pueden tratarse de variantes presentes en la línea celular. Con una línea 
de puntos se indica el punto de corte esperado de la nucleasa Cas9. 
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