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Seior director:

Con interés lei el articulo “Actualizacion sobre las bases genéticas y perspectivas terapéuticas
en la Agammaglobulinemia ligada al X o enfermedad de Bruton”, de la autoria de noveles
investigadores de la especialidad de inmunologia.()

Es conocido el profundo impacto que ha tenido el desarrollo de la genética y las técnicas de la
biologia molecular en el campo de la inmunologia. En opinién de algunos investigadores, estas
herramientas son esenciales en el estudio de los errores innatos de la inmunidad.(®

Los autores en su articulo plantean que “El advenimiento de la sofisticada tecnologia de ediciéon
de genes conocida como CRISPR (del inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) proporciona un nuevo enfoque prometedor para tratar la Agammaglobulinemia ligada
al X y los errores innatos de la inmunidad en sentido general, manteniendo la expresion
transgénica bajo el control de elementos regulatorios endégenos”.()

Dado el desarrollo vertiginoso de la tecnologia CRISPR/Cas en los ultimos afos, desde su
descubrimiento como sistema inmune microbiana hasta su evolucién actual como una potente
herramienta para la modificacidon de la expresién génica, consideramos oportuno emitir algunos
elementos sobre su descubrimiento y sus potencialidades terapéuticas en esta inmunodeficiencia
primaria y en otras enfermedades genéticas de origen monogénico.
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El descubrimiento de estas secuencias repetitivas de ADN se remonta al afio 1987, cuando Ishino
y un grupo de investigadores de la Universidad de Osaka, Japdn; describen el hallazgo de cinco
repeticiones de 29 nucledtidos espaciadas por 32 nucledtidos en el genoma de la bacteria
Escherichia coli. Mas tarde, en 1993 el microbidlogo espafiol Francisco Mojica identificd estas
secuencias repetitivas en el genoma de la Archea Haloferax mediterranei. El interés por estas
secuencias bacterianas, cuya funcion era aun desconocida, fue en aumento y es en el afio 2002
cuando se acuia el término CRISPR para designar a estas secuencias repetidas, que se traduce
al espanol como repeticiones palindréomicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas.

El estudio en profundidad de estas secuencias llevé a un nuevo descubrimiento: todas ellas
presentaban secuencias adyacentes con un alto grado de conservacion, que después se
denominarian genes Cas, por su nombre en inglés (CRISPR-associated proteins), incluyendo la
nucleasa Cas9 y Cas12. Asi, un locus CRISPR consiste en repeticiones directas cortas separadas
por secuencias denominadas espaciadores y flanqueadas por diversos genes Cas, asi como dos
tipos de ARN, uno programable (crRNA) y otro transactivado (tracrRNA).(2:3)

Desde el afio 2012 el sistema CRISPR-Cas se ha convertido en la herramienta de edicidon
gendmica mas usada en los laboratorios de biologia molecular, lo que avalé el otorgamiento del
Premio Nobel en Quimica en el afio 2020 a Enmmanuelle Charpentier y Jennifer A. Doudna, por
el desarrollo de esta tecnologia.

La proteina Cas mas utilizada hasta la fecha para la ediciéon de genomas es SpCas9, que es una
endonucleasa multidominios y multifuncional de gran tamafio, que produce dos cortes en la
doble cadena de ADN que generan extremos romos, por lo que se le denomina indistintamente
“tijeras genéticas, tijeras gendmicas o tijeras moleculares™.(3®

El sistema CRISPR-Cas tiene el potencial de usarse para regular la expresion génica enddgena,
incluida la regulacion tanto transcripcional como epigenética. Uno de los usos mas recientes de
esta tecnologia es la edicion de bases, que permite sustituciones de nucleétidos de manera
programable y con ello la manipulacién especifica del genoma, lo que permite su uso como una
nueva opcion terapéutica para las enfermedades genéticas originadas por mutaciones puntuales
como la Agammaglobulinemia ligada al X en el gen BTK (Bruton Protein Kinase).(1:3)

La edicién genética constituye un enfoque terapéutico prometedor para el tratamiento de
enfermedades hematoldgicas monogénicas, asi como en los errores innatos de la inmunidad. En
la actualidad, numerosos estudios combinan este método de edicion gendmica con células madre
pluripotentes inducidas, cuyo descubrimiento ha resultado enormemente enriquecedor para la
investigacion en clinica.(3#

Gray vy col.,® utilizaron la plataforma CRISPR/Cas para lograr la integracidon precisa de un ADN
complementario (ADNc) del gen BTK optimizado con codones correctivos. EIl ADNc se modificd
para incluir el intrén terminal del gen BTK, lo que condujo a un aumento considerable de la
expresion de BTK a niveles potencialmente terapéuticos en lineas celulares in vitro, en células
madres y progenitoras hematopoyéticas humanas.

Los donantes que contenian variantes truncadas del intrén terminal también produjeron una
expresion elevada de la proteina, aunque en menor grado que el intron completo. La adicion del
elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis Woodchuck provocd un
significativo incremento en la expresion del gen transgénico BTK. La combinacién de estas
modificaciones generd niveles casi fisioldgicos de expresion del gen BTK en las lineas celulares,
lo que permitié alcanzar niveles potencialmente terapéuticos in vitro.(®)
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Estos hallazgos respaldan la conclusion de los autores del articulo, quienes plantean que...” La
edicién genética constituye un promisorio enfoque para tratar la Agammaglobulinemia ligada al
X y los errores innatos de la inmunidad en sentido general”.(!) Bastaria aportar que, a la fecha,
se ha utilizado para corregir mutaciones causantes de diversas enfermedades genéticas como la
fibrosis quistica, beta-Talasemia, deficiencia de Alfal-antitripsina, inmunodeficiencia combinada
grave, entre otras.®

La revolucionaria edicion genética CRISPR ya forma parte del arsenal terapéutico para el
tratamiento de la anemia falciforme y de la beta-talasemia dependiente de transfusiones, al ser
aprobadas por las agencias reguladoras de Reino Unido y de Estados Unidos.(®)
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