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1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

1.1. Enfermedades raras o poco frecuentes
Las enfermedades raras (ERs), también denominadas huérfanas o poco frecuentes, son aquellas patologias
cuya prevalencia en la poblacion es muy baja, del orden de 1 por cada 2000 individuos (1). Cuando la

prevalencia es de 1 por cada 50000 individuos se habla de enfermedades ultra raras (2) (Figura 1).

A pesar de la denominacion de “raras”, estas enfermedades son muy numerosas en su conjunto y en su mayor
parte estan asociadas con alteraciones genéticas. Segun el Consorcio Internacional de Enfermedades Raras
(IRDIRC) (3) y Orphanet (1), se han descrito unas 7000 ERs, de las que tan solo del 60% se conoce su base
genética, englobando unos 4500 fenotipos mendelianos y unos 3500 genes en total. De estas, unas 1500 son
de origen autosémico, unas 900 ligadas al cromosoma X, unas 60 de origen mitocondrial y unas 50 ligadas al

cromosoma Y (4,5).

Las ERs son de naturaleza muy heterogénea y se calcula que entre el 6% y el 8% de las personas europeas
podrian sufrir una de estas enfermedades a lo largo de su vida (4). A nivel mundial, se estima, que cerca de
400 millones de personas padece alguna de estas enfermedades (6). Méas del 80% de las ERs tienen un origen

genético, cursando con fenotipos de diferente gravedad (7).

La mayor parte de estas enfermedades muestran sus sintomas en las primeras etapas de la vida de los pacientes,
estimandose que cerca del 70% se desarrollan durante la infancia, el 20% se pueden desarrollar a lo largo de

la vida y el 10% exclusivamente en la etapa adulta (4).

El 95% de las ERs no dispone de un tratamiento especifico y eficaz debido, en gran parte, al gran desequilibrio
entre coste/beneficio que supone para las empresas farmacéuticas en cuanto al desarrollo 1+D+i (8). Este

desequilibrio se hace alin més acusado en el caso de las enfermedades ultra raras.



Figura 1. Clasificacion y prevalencia de las enfermedades raras. (A)
Origen; (B) Origen genético; (C) Prevalencia mundial; (D) Aparicion de
los sintomas.

La problemaética de este tipo de enfermedades se agrava atin mas por el hecho de que mas del 50% de este tipo
de patologias no tienen una prueba de diagnéstico (7). El disponer de la posibilidad de llevar a cabo el
diagndstico es un paso muy importante para los pacientes y los facultativos, ya que permite un asesoramiento
genético mas preciso y proporciona conocimiento previo para el tratamiento del futuro neonato, evitando
complicaciones durante el nacimiento o en los primeros dias de vida. Del mismo modo, un diagnéstico prenatal
o preimplantacional puede ofrecer un consejo genético a las familias para la toma de decisiones sobre la
continuacion del embarazo o para la intervencién y la aplicacion de ciertas terapias. Las nuevas técnicas de
secuenciacion masiva de Gltima generacion y de citogenética molecular, especialmente el analisis de

microarrays cromosomicos, estan permitiendo acelerar el proceso de diagnéstico de estas patologias.

Varios paises ya han implantado legislaciones relativas a las ERs con incentivos para producir y facilitar el
acceso a nuevos tratamientos (9), por ello las terapias avanzadas, génica y celular pueden representar una
alternativa global para el tratamiento de muchas patologias, incluso para el caso de la ERs (10). Sin embargo,
los altos costes de estos tratamientos siguen siendo el problema que implica una importante falta de equidad

sanitaria.



Es muy importante que existan herramientas y plataformas, como es el caso de Online Mendelian Inheritance
in Man (11) y Orphanet (12), para apoyar a los pacientes, a sus familiares y a los profesionales sanitarios e
investigadores en la busqueda de informacion que ayude en el diagndstico y en la busqueda de nuevos
tratamientos. Aun asi, debe aumentarse la informacion y dar la posibilidad de participacion en los distintos
ensayos clinicos. La Organizacion Nacional para las Enfermedades Raras (National Organization for Rare
Disorders) (13) se cred en los afios 80" con el fin de apoyar a los pacientes y a las familias con ERs y potenciar
lainvestigacion y el desarrollo de tratamientos para este tipo de enfermedades. En Europa existen grupos como
el Eurordis (14) y en Canadé la Organizacion Canadiense para las Enfermedades Raras (Canadian Organization
for Rare Disorders) (15). Todas estas organizaciones son un punto de partida para aquellos que buscan apoyo
e informacion sobre sus patologias especificas. En Espafia la Federacion Espafiola de Enfermedades Raras
(FEDER) (16) ofrece apoyo médico y social a todos aquellos pacientes y sus familiares que sufren una

enfermedad rara.

1.2. Hemostasia. Cascada de la coagulacion

La hemostasia es la respuesta fisioldgica normal del organismo para evitar la pérdida significativa de sangre
tras una lesion vascular. Se podria definir como el conjunto de mecanismos celulares y bioquimicos que
funcionan de forma coordinada para mantener la sangre liquida dentro del sistema circulatorio, para evitar su
pérdida tras una lesion mediante la formacion de trombos y para restablecer el flujo sanguineo durante el

proceso de curacion (17-19).

La homeostasis vascular se realiza a través de la hemostasia, que mantiene el equilibrio entre el sistema
coagulativo que evita el sangrado, y el sistema fibrinolitico que evita la trombosis. En este proceso intervienen
cuatro elementos fundamentales: el endotelio vascular, el sistema plaquetario, la cascada de la coagulacion y
el sistema fibrinolitico. En la actualidad, en base al modelo de la coagulacién vigente (20), el endotelio y las
células circulantes juegan un papel fundamental, ya que los fosfolipidos presentes en la bicapa lipidica de las
membranas celulares son imprescindibles para que se produzcan las reacciones del sistema de la coagulacion.

Asi, las células sanguineas, a través de sus receptores, no solo proporcionan la base adecuada para el



ensamblaje de los complejos enzima/cofactor, sino que actlan como reguladoras de los procesos bioldgicos
que gobiernan la hemostasia y la fibrindlisis. Surge asi, un nuevo modelo de la coagulacién/fibrinélisis donde
las células actian como elementos reguladores de estos sistemas. Este modelo establece nuevos conceptos

sobre la iniciacion de la cascada de la coagulacion tras una lesion de la pared vascular.

La hemostasia se divide en hemostasia primaria y hemostasia secundaria (18,21,22). Se denomina hemostasia
primaria al proceso de formacién del trombo blanco o plaquetario en el que intervienen las plaquetas, el
endotelio y las proteinas de adhesién, produciéndose activaciones, cambios e interacciones entre estos
elementos y el factor VII de la coagulacion (FVII) (23-25). La hemostasia secundaria, o también Ilamada
cascada de la coagulacion, es un proceso proenzimatico cuyo resultado es transformar el fibrindgeno (soluble
en el plasma) en fibrina, inicialmente soluble, pero posteriormente estabilizada gracias a la participacion del
factor XIII activado de la coagulacion (FXIIla) o también Ilamado factor estabilizante de la fibrina (25,26).
Esta fibrina insoluble formara el trombo o coagulo rojo estable, constituido por las propias fibras de fibrina y

las distintas células sanguineas (leucocitos, plaquetas y glébulos rojos) (27,28).

La cascada de la coagulacion (Figura 2) se conforma en dos tipos de rutas (29,30), la via intrinseca y la via
extrinseca, no siendo independientes, como se creia hasta hace relativamente poco tiempo, sino claramente

interconexionadas a través de los factores que las conforman y la participacion del endotelio.

La via extrinseca se inicia ante una lesion vascular, en la cual se produce el contacto de la sangre con las células
subendoteliales, que exponen el llamado factor tisular (FT) que se une al FVII inactivo de la coagulacion
activandolo a su conformacion de FVII activo (FVIla). El complejo del FT y FVIla (complejo de iniciacion)
activa a su vez al factor I1X (FIX), obteniendo su version activada FIX activo (FIXa), y al factor X (FX), dando
lugar al FX activo (FXa). Posteriormente, el FXa se une a factor V activo (FVa) en los fosfolipidos de la
superficie celular, prosiguiendo la cascada de la coagulacion. La interaccidn con las células subendoteliales y

los fosfolipidos de membrana de las diferentes células circulantes es muy relevante en esta fase.
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Figura 2. Esquema de la cascada de la coagulacion. FL: fosfolipidos de membrana.

La via intrinseca (31) es una via de activacién por contacto, en la cual el inicio de la cascada de coagulacion
se induce por el contacto de la sangre con cualquier superficie que no sea el endotelio vascular, pudiendo ser
la membrana basal del endotelio o las fibras de colageno del tejido conectivo adyacente a la zona donde se ha
producido el dafio vascular. Sobre estas fibras de colageno, se formaria el complejo iniciador en el que
participan el quinindgeno de alto peso molecular (HMWK), la precalicreina (Pre-K) y el factor XII (FXII).
Este FXII en su forma inactiva posee cierta actividad catalitica para convertir la precalicreina en calicreina.
Esta actla cataliticamente sobre el FXII dando lugar a su forma activa, FXlla. A continuacion, este FXlla, en
presencia de Ca?*, activa al factor X1 (FXI) y lo convierte en FXla. Este FXla se encarga de activar al factor
IX (FIX) formandose el FIXa, que a su vez, se une al factor VIII activo (FVIIla). EI FIXay el FVIlla, en
presencia de calcio y fosfolipidos, forman el complejo tenasa cuya funcion principal es la activacion del FX.

El FXa inicia la ruta comun a las dos vias.

A continuacidn, el FXa forma con el FVa el complejo protrombinasa que en presencia de fosfolipidos y calcio

convierte la protrombina en trombina.



Finalmente, la trombina activa al fibrindgeno provocando su polimerizacion para rendir polimeros de fibrina,
que se estabilizan e insolubilizan por efecto del FXllla. Una vez formados estos polimeros de fibrina se
producird una interaccion con el codgulo plaquetario, formado en el proceso de hemostasia primaria,
estabilizando este y taponando la lesion vascular, y por tanto, cesando la hemorragia. La trombina es una
molécula reguladora clave en la hemostasia, ya que interacciona con multitud de factores y componentes del
plasma, ademas de activar a los factores FXI, FXIII, FVIII y FV, estos dos altimos formando parte de los
complejos de amplificacion, el complejo tenasa y el complejo protrombinasa respectivamente. Existen ciertas
proteinas inhibidoras de la cascada de la coagulacion que forman parte de la propia homeostasis de la cascada,
como son la proteina C activada (APC de sus siglas en inglés), la antitrombina y el inhibidor de la via del

factor tisular (TFPI) (19,29,21).

El siguiente proceso para completar la homeostasis, una vez cesada la hemorragia y recuperada la integridad
del endotelio, es la fibrindlisis que tiene como objetivo la destruccion del coagulo formado, a través de la
eliminacion de la fibrina intravascular y la restauracion del flujo sanguineo normal. La disolucién o
solubilizacion del coagulo de fibrina es esencial para un buen proceso de cicatrizacion. La propia trombina es
la que activa este proceso estimulando la sintesis y liberacidn del activador de plasmindgeno tisular (t-PA),
por parte de las células endoteliales, el cual va a mediar la transformacion del plasminégeno en plasmina. La
fibrina es un cofactor esencial del t-PA para la activacidn eficiente de plasminégeno en plasmina. La plasmina

sera la que interacciona con el fibrindgeno y con la fibrina, provocando su degradacion (17,32,33).

En general, la sintesis de los diferentes factores de la coagulacién, entre ellos los factores V, VII, 1X, X, XI,
XIl, fibrinégeno (factor 1) y protrombina (factor I1) se produce en los hepatocitos de forma casi exclusiva. Las
celulas del endotelio sinusoidal hepético también sintetizan una pequefia fraccion del FVIII y del factor von
Willebrand (FVW) (34).

La coagulacién se evalla en clinica por las llamadas pruebas o tiempos de coagulacién: tiempo de sangrado y
agregometria, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activada y el tiempo de trombina. El

aumento en los tiempos de hemostasia indica una alteracion en la cascada de la coagulacién (Figura 3). Estas



determinaciones se llevan a cabo en plasma obtenido a partir de sangre fresca en presencia de citrato sddico al
3,2%. La funcionalidad del complejo de iniciacion de la coagulacion se estima mediante la determinacion del
tiempo de sangrado (TS) por el método Duke o el método IVY (35) y la valoracion de la funcién plaguetaria.
El método Duke se realiza mediante puncion en el I6bulo de la oreja y papel secante, observando el tiempo
que transcurre hasta el cese de la hemorragia. Su valor de referencia es de 2-9 min. La agregometria (36), que
establece la funcionalidad de las plaguetas en su agregacion, se realiza por medida turbidimétrica en sangre
entera a 37°C durante 10 min, en presencia de un agente agregante como es el ADP (adenosin difosfato). El

valor de referencia es del 70% en meseta.

El tiempo de protrombina (TP) (19) se determina iniciando la reaccion con factor tisular extrinseco y estima
el funcionamiento de FVII, FX, FV, protrombina o fibrindgeno. Su valor de referencia es de 10-13 seg. Su
evaluacion es de gran utilidad en el seguimiento de pacientes tratados con anticoagulantes. EI TP se
complementa con el llamado indice internacional de normalizacion del tiempo de protrombina (PT-INR, del
inglés Prothrombin-time international normalized ratio). EI PT-INR se determina a partir de los valores del TP
por la formula INR = (PTewst/PTrer)'S', donde I1SI es el indice estandar internacional (valor 1 a 2 en funcién del

lote del factor tisular extrinseco comercial). El valor de referencia se sitGa entre 1y 1,2 (19).

El tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa) (19) estima el funcionamiento de FXII, FXI, FIX, FVIII,
FX, FV, protrombina o fibrindgeno. Se inicia la reaccién en presencia de fosfolipidos y activador de contacto
(caolin). Su utilidad esta en la deteccion de hemofilias y de la Enfermedad de von Willebrand, y su valor de

referencia es de 35-42 seg (37).

Por altimo, el tiempo de trombina (TT) (19), cuyo valor de referencia es de 18-25 seg, mide cuantitativamente
la conversion de fibrindgeno en fibrina, por accién de la trombina. Es de utilidad en el diagndstico de la

coagulacién intravascular diseminada, disfibrinogenemias o hepatopatias graves.



En el caso de una alteracion del TP o del TTPa se deben estudiar cada uno de los factores implicados en esas
vias de forma individual, valorando sus niveles mediante ELISA o métodos de cuantificacion coagulométricos

(funcionales) o cromogénicos (colorimétricos).

Figura 3. Pruebas o tiempos de coagulacién.

1.3. Coagulopatias hemorragicas

La alteracion de la homeostasis de la coagulacion sanguinea da lugar a las coagulopatias hemorragicas y a las
coagulopatias trombdticas. Los trastornos hemorragicos de la coagulacion pueden estar relacionados con
alteraciones en la cascada de la coagulacién, en la funcion plaquetaria o bien derivadas de una afectacién
general como podria ser una enfermedad hepatica o autoinmune. A su vez las coagulopatias se pueden dividir

en adquiridas y congénitas.

Las coagulopatias adquiridas pueden ser derivadas de una hepatopatia, ya que en el higado se sintetizan una
gran parte de los factores de la coagulacion (38,39,34,40); por una deficiencia de vitamina K, debido a que
muchos factores de la coagulacion son vitamina K dependientes (41); hemofilia adquirida debida a diversas

causas (42) o las derivadas de alteraciones cualitativas o cuantitativas de las plaquetas (41).

Las coagulopatias congénitas derivan de una alteracion hereditaria en los genes que codifican para las distintas
proteinas de la coagulacion, y pueden ser de caracter autosomico o ligado al sexo, dominantes o recesivas y

monogeénicas o poligénicas (43-45). Se han descrito numerosas patologias, entre ellas, la enfermedad de von
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Willebrand (déficit de factor de von Willebrand o FYW), la hemofilia A (déficit de FVIII), la hemofilia B
(déficit de FIX), la hemofilia C (déficit de FXI) y diversas alteraciones en otros factores de la coagulacion
como la deficiencia de fibrindgeno, protrombina, FV, FVII y FX, entre otras. Ademas de las asociadas a los
factores de coagulacion, se han descrito varias alteraciones congénitas en la funcion plaquetaria, ya sea de

forma cualitativa o cuantitativa (Tabla 1).

Las coagulopatias hemorrégicas, segun su prevalencia, son caracterizadas como raras y ultra raras (Tabla 2).
La identificacién de estos trastornos se hace dificil debido a su rareza, a su heterogeneidad clinica, a la falta
de diagndsticos fiables y la incompleta anamnesis por falta de datos en la historia familiar. Aun asi, la creacién
de registros ha mejorado enormemente y también se han incrementado los conocimientos de este tipo de

enfermedades.

Respecto a la epidemiologia de estos trastornos, los datos mas fiables son los recogidos por la Federacion
Mundial de Hemofilia (FMH) (46) y la base de datos Rare Bleeding Disorders Database (RBDD) (47). La
prevalencia mundial de los trastornos hemorragicos raros se ha estimado entre el 3 y el 5% de todos los
trastornos hereditarios de la coagulacion, siendo mayor en zonas con una alta tasa de consanguinidad y
matrimonios endogamicos, como es el caso de Oriente Medio, la Peninsula Aréabiga, el Norte de Africay la

India (48,49).

Clinicamente, estas enfermedades se caracterizan por una gran variedad de sintomas hemorragicos, desde casi
la ausencia de sintomas clinicos hasta episodios que pueden ser fatales, como hemorragias a nivel de sistema
nervioso central (48,50) o hemorragias musculoesqueléticas (48,51). Es interesante y llamativa la gran
variacion en los patrones de hemorragia entre individuos con el mismo tipo de coagulopatia; también es
altamente variable la asociacion entre la gravedad de la hemorragia y los niveles de actividad del factor de
coagulacion deficiente y residual. En el caso de deficiencias de FI, FII, FVIII, FXy FXIII se observa una fuerte

asociacion de los sintomas clinicos de hemorragia con los niveles de actividad de los factores, mientras que en
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el caso de FV, FVII o FXI se da una muy baja o nula correlacién (51,52). En la Tabla 2, se muestra la

prevalencia de algunas coagulopatias congénitas raras y ultra raras.

Tabla 1
Clasificacion de las coagulopatias hemorragicas

Coagulopatias Hemorragicas
Trombocitopenias (degradacién o disminucidn de plaquetas -->
varias patologias)
Hemofilias (A,B y/o C)
Enfermedad von Willebrand
Déficit de fibrinégeno (factor 1)
Déficit de protrombina (factor I1)
Déficit de factor V
Coagulopatias |Déficit combinado de factor V y factor VIII
poco comunes [Déficit de factor VII
Déficit de factor X
Déficit de factor XIlI
Déficit de factores dependientes de Vitamina K

Congénitas

ITrombocitopenias relacionada con médula dsea

[Transfusiones masivas
Enfermedad renal
Trombocitopenia inmune
Trombocitopenia trombética purpura
Esplenomegalia

Uso de inhibidores de plaguetas
Inhibidores adquiridos de factores
Alteracién en |Coagulopatia traumética aguda

factores de Enfermedad severa del higado
coagulacion  |Deficiencia de factores dependiente de Vit. K
Terapias antitrombdticas con inhibidores

Alteracidn en
plaquetas

Adquiridas

1.3.1. Deficiencia de factor V (Parahemofilia o0 Enfermedad de Owren)
El déficit de FV, conocido como parahemofilia o Enfermedad de Owren, es una enfermedad genética
autosémica recesiva, caracterizada por ser una enfermedad ultra rara debido a su incidencia en la poblacién 1-

9/1 000 000 nacidos vivos (53).

Clinicamente, esta deficiencia se caracterizada por episodios de sangrado, que varian de leves a severos en
funcion de los niveles del factor V en plasma. Estos episodios comienzan antes de los 6 afios y estan asociados
con un espectro heterogéneo de manifestaciones hemorragicas, que van desde sangrados en tejidos blandos o
mucosas hasta hemorragias masivas fatales. Los signos clinicos de este déficit son: abundantes sangrados
nasales (epistaxis) y menstruales (menorragias), sangrados durante cirugias mayores e incluso menores, como
también durante procedimientos dentales, artropatias hemorragicas (hemartrosis), hematomas y en los casos

mas severos sangrados gastrointestinales, pulmonares e intracraneales (52,54-58).
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Tabla 2

Resumen de las coagulopatias seguin el factor deficitario, la
enfermedad desencadenante, la prevalencia, la herenciay la

clasificacion

Déficit de proteina Enfermedad Prevalencia | Herencia Tipo
Fibrindgeno Déficit de fibrindgeno | 1-9 / 1 Mill. | Autosdmica |Ultra rara
Protrombina Déficit de factor Il 1/1-2 Mill. | Autosédmica |Ultra rara
FactorV Déficit de factor V 1-9 / 1 Mill. | Autosémica |Ultra rara
Factor VII Déficit de factor VII | 1-9 / 1 Mill. | Autosdmica |Ultra rara

Factor VIII Hemofilia A 1 /6000 Ligado al X Rara

Factor von Willebrand Enf. von Willebrand |[1-5/10000| Autosomica Rara

Factor IX Hemofilia B 1/30000 | Ligadoal X Rara
Factor X Déficit de factor X 1 /500000 | Autosémica |Ultra rara
Factor XI Hemofilia C 1/1Mill. | Autosdmica |Ultra rara

Al contrario de lo que ocurre en la hemofilia A y B, donde existe una fuerte correlacién entre los niveles de
factor y los sintomas, en el caso del déficit de FV los sintomas clinicos son muy heterogéneos. Los pacientes
con niveles méas bajos de FV, generalmente presentan un mayor riesgo de sangrado que aquellos con niveles
mas altos, aungue algunos pacientes con deficiencia severa de FV no presentan un fenotipo de sangrado

particularmente grave (58).

En cuanto a las causas del déficit congénito de FV, en la mayoria de los casos se debe a mutaciones, de diferente

tipo, en el gen F5 (59,60).

Debido a la doble funcién que ejerce este factor de coagulaciéon y a su estructura, dependiendo de la
localizacion de las mutaciones y a que codon o cadena proteica afecte, los efectos fenotipicos varian mucho,
incluso contrapuestos, encontrandose hemorragias incontroladas o aumentando el riesgo de trombosis venosas

debido a la formacion espontanea de trombos o coagulos (Tabla 3) (58-62).

En las bases de datos (59,60) a las variantes de FVV mutado con mayor prevalencia y mayor efecto fenotipico
se les ha asignado un nombre, més alla de la nomenclatura de la mutacién que lo produce. Asi, por ejemplo,
el FV Cambridge y FV Hong Kong, son diferentes mutaciones missense en el codon 334 lo que produce una
resistencia a la APC, impidiendo que el FVa pueda ser degradado y por tanto se encuentra circulando en plasma
en su forma activa, produciéndose un aumento en el riesgo de trombosis, al no poder degradarse este factor

activo (63,64).
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Tabla 3
Efectos fenotipicos descritos de las mutaciones en F5

Efecto fenotipico Mutaciones
Deficiencia 143
Posible deficiencia 5
Reduccion niveles FV 1
Trombosis 5
Trombosis venosa profunda 1
Incremento de riesgo de trombosis 3
Posible trombosis venosa profunda 3
Posible incremento de riesgo de trombosis 1
Incremento de riesgo de trombosis (asociado a 3
otras alteraciones)
Ratio FV1/FV2 alterado 1
Alteraciones hemorragicas 1
Desprendimiento de placenta (asociado a otras 1
alteraciones)
Aumento de riesgo de parto prematuro 1

La variante FV Liverpool se debe a una mutacién missense en el codén 387, dando lugar a un fenotipico
trombdético (65). EI FV Ogden, se debe a una mutacion missense, en el codon 445, que produce un déficit en
la coagulacién afectando a la estructura secundaria y por tanto a la funcionalidad del FV (66). El FV Leiden,
la variante mas extendida en la poblacion y la mas estudiada, presenta una sustitucion en el codén 534, dando
lugar a una resistencia a la APC y por tanto evitando la degradacion del FVa, permaneciendo su funcion
procoagulante activa y aumentando el riesgo de episodios trombéticos (67). También la variante FV Nara, de
tipo missense por sustitucion de una base en el codon 1920, da lugar al aumento del riesgo de trombosis venosa
profunda debido a una disminucidn de la actividad del FVa. Esta mutacién da lugar a un FVa con resistencia
a APC que es 4,5 veces mas resistente que el FV de Leiden. Ademaés, también afecta a la unién del FV a APC
como cofactor para aumentar la cinética de degradacion del FV1lla por parte del complejo APC/Proteina S/FV,
no degradandose este factor y por tanto continuando la funcion coagulante (68). Existen otras variantes como

el FV Kuwait (69) o el FV Stanford (70), que cursan con un déficit de FV.

La mayoria de estas mutaciones son recesivas, 1o que indica que para que se dé un fenotipo patoldgico los
individuos han de ser homocigotos o heterocigotos compuestos (54,56,57,71). En el caso de heterocigotos para

una de estas mutaciones, sus niveles de FV en plasma seran inferiores a los de referencia, pero fenotipicamente
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no tendran sintomas ni problemas en la coagulacién, por lo general, ya que corresponderia a un fenotipo leve.
Como ocurre con las hemofilias, dependiendo de los niveles en plasma de FV se distinguen varios grados de
severidad segln la tendencia o riesgo de sangrados, asi como la gravedad de los sintomas, dando lugar a una
clasificacion de tres niveles: leve (>10% de factor), moderada (<10% de factor) o severa (<1% de factor)

(48,51).

El FV de la coagulacion, también llamado proacelerina o factor labil, fue descubierto por Owren y
colaboradores en 1944, aunque no fue hasta 1947 cuando su trabajo fue publicado internacionalmente por la
revista médica “The Lancet” (72). El gen F5, en humanos, se localiza en el brazo largo, 923, del cromosoma
1 (1923). Es un gen muy grande, formado por alrededor de 80 kb, constituido por 25 exones y 24 intrones,
siendo el ex6n 13 el de mayor tamario, suponiendo un 42% del tamafio total del conjunto de exones y siendo
el menos conservado entre las distintas especies. Su RNA mensajero maduro tiene un tamafo de alrededor de
6,8 kb, el cual codifica para una proteina de aproximadamente 2224 aminoéacidos (61,73-75). Esta proteina
tiene 6 dominios en su forma inactiva, A1-A2-B-A3-C1-C2, constituyendo los dominios A1-A2 la cadena
pesada, el domino B, codificado integramente por el exén 13, la regién postraduccional y los dominios A3-
C1-C2 la cadena ligera de la proteina. El tamafio de esta proteina inactiva es de alrededor de 330 kDa
(57,75,76). Se trata de una proteina sintetizada principalmente en el higado por los hepatocitos, en torno al
80%, y el 20% en los megacariocitos y plaquetas. Esta proteina, con una vida media de entre 12-36 horas (58),
es secretada al torrente sanguineo donde circula en mayor proporcién libre en plasma, mientras que una

pequena parte es almacenada en los granulos o de las plaquetas (77,78).

El FV, como ya se ha comentado anteriormente, tiene doble funcion en el proceso de hemostasia, ya que posee
funcion procoagulante y funcién anticoagulante (71,79-81). La funcion procoagulante del FV consiste en
continuar con la cascada de la coagulacion, previamente iniciada, con el fin de producir fibrina. Para llevar a
cabo esta funcion, el FV se tiene que activar a su version FVa, por accion de la trombina que actta a nivel del
dominio B de la proteina FV, produciendo la escision de la proteina en estos puntos, cambiando la

conformacion y estructura proteica y exponiendo los dominios de union a FXa. La region escindida supone
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casi la totalidad del dominio B, dando lugar a la proteina FVa, formada por 2 cadenas, una cadena pesada
formada por los dominios A1-A2 con un tamario de 105 kDa y una cadena ligera formada por los dominios
A3-C1-C2 con un tamafio de 71-74 kDa. Ambas cadenas estan unidas de forma no covalente por un ion de

calcio. Esta activacion del FV también la puede llevar a cabo el FXa (62,76,79,82).

Una vez que el FV es activado se une al FXa, en presencia de iones de calcio y fosfolipidos, formando el
complejo protrombinasa, que acelera, en al menos 5 érdenes de magnitud la conversion de protrombina a
trombina, en comparacién con la actividad del FXa por si solo (75,76). Por tanto, entre el FV y la trombina
hay una retroalimentacion positiva por la cual, la trombina activa al FV y este acelera el proceso de formacion

de trombina. Posteriormente la trombina intervendra en las siguientes etapas de la cascada de la coagulacion.

En cuanto al FVa, los dominios C1-C2 intervienen en la union a los fosfolipidos de la membrana de las

plaquetas, en concreto en los residuos de fosfatidilserina (75,76).

Los dominios de la cadena pesada A1-A2 y el dominio A3 de la cadena ligera son los responsables de la unién

con el FXa para formar el complejo protrombinasa y mediar la conversion de protrombina a trombina.

Una vez se ha controlado la hemorragia, los factores de coagulacion se han de inactivar y eliminar del torrente
sanguineo. En el caso del FVa este proceso, que culmina la homeostasis de la coagulacidn, se lleva a cabo por
parte de la APC. Cuando la trombina, producida por el complejo protrombinasa, estad en exceso, forma un
complejo con la trombomodulina que produce la activacion de la APC con caracteristicas anticoagulantes y

antiinflamatorias (83-85)

Para la inactivacion del FVa, la APC requiere la unién a fosfolipidos de membrana y a la proteina S (PS). La
PS es una glucoproteina plasmatica dependiente de vitamina K, sintetizada en el higado y circulando alrededor
de un 40% de forma libre y en un 60% en forma inactiva unida a C4aBP (proteina de union C4a). Esta PS
incrementa, en torno a 20-30 veces, la union de la APC al FVa. Para producir la degradacion del FVa (Figura
4), la APC se tiene que unir a los fosfolipidos de membrana, unién que se ve favorecida por la formacion

previa del complejo trimérico APC/PS/FVa. Una vez formado este complejo trimérico y anclado a los
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fosfolipidos de membrana, la APC se une al FVa, produciendo la escision del dominio A2, inactivando al FVa
y perdiendo su actividad como cofactor del complejo protrombinasa, cesando asi el efecto procoagulante del

FV y deteniendo la cascada de la coagulacion (62,68,75).

Factor Va i Q
,A1>/
— K A3

Figura 4. Inactivacion y degradacion del FVa por la escision del
dominio A2 por parte de la APC, en unién con la proteina S.

Ademaés de la funcion procoagulante del FVa, la proteina FV, también posee una importante funcion
anticoagulante, a través de dos vias, una de ellas a nivel de inactivacion del complejo tenasa y la otra a nivel

del inicio de la ruta del factor tisular (62,80,81,86).

En cuanto a la ruta de inactivacion del complejo tenasa, el FV, se une y acttia como cofactor de la APC, junto
con la PS, para escindir el dominio A2 del FVIlla del complejo tenasa (FVIlla-FIXa) inactivando la funcién
del FVIlla y, por tanto, la de este complejo, evitando la activacion del FX y deteniendo la cascada de la
coagulacion en ese punto. Cuando el FV se activa y pierde ese dominio B, se anula su funcién como molécula

anticoagulante, al no poder unirse a la APC y aumentar su eficiencia de inactivacién al FVllla (62).

En cuanto a su funcion a nivel de la ruta del factor tisular, el FV puede unirse al complejo formado por el
inhibidor de la ruta del factor tisular-o (TFPIa) y la PS, aumentando la eficacia anticoagulante del TFPIa (81).
El TFPIa es una proteina anticoagulante cuya fuente principal son las células endoteliales. En torno al 90% de
esta proteina circula libre en plasma unida a lipoproteinas y alrededor de un 10% se encuentra almacenado en
plaquetas, liberandose durante el proceso de activacion plaquetaria. Esta proteina tiene tres dominios
funcionales; uno de ellos se une al FXa, provocando un cambio conformacional y haciendo que el segundo
dominio se una al complejo de iniciacion FT-FVIla. El tercer dominio esta unido a las lipoproteinas de

transporte. El resultado es la formacion de un complejo cuaternario (TFPIo/FXa/FT/FVIIa) inactivo (81,87).
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El FV tiene dos isoformas, FV1y FV2, que se diferencian Gnicamente en la glicosilacion de un aminoécido.
En el FV1 esté glicosilado el aminoécido Asn2181, en el dominio C2, mientas que FV2 no lo esta (86). En
este caso el FV1 supone un 33% del total mientras que el FV2 el 67% restante. Esta glicosilacion esta
relacionada con la afinidad para unirse a fosfolipidos de membrana, siendo mayor esta afinidad en la isoforma
FV2. Esta diferencia en la afinidad, afecta sobre todo, a los procesos dependientes de unién a fosfolipidos
como la formacion del complejo protrombinasa, la inactivacion de FVa'y la degradacién de FVIII por la APC,

donde el FV es cofactor (86,88).

El diagnostico del déficit de FV se puede abordar en el laboratorio clinico mediante pruebas rutinarias de
hemostasia, como el tiempo de protrombina y el tiempo de tromboplastina parcial activada. Un aumento de
estos dos parametros indica una alteracion en algun factor de la coagulacion. En este caso, y siempre teniendo
en cuenta los posibles datos de la anamnesis del paciente en cuanto a antecedentes hemorragicos familiares, se
llevaria a cabo el estudio de los niveles y la funcién del FV especificamente para determinar su deficiencia
cuantitativa y cualitativa, mediante métodos coagulométricos o cromogénicos. Tras este estudio se puede llevar
a cabo el diagndstico molecular. En el caso del gen F5 casi todas las mutaciones identificadas hasta la fecha
son especificas para cada familia o sus descendientes, por lo que no existe una prueba de diagnéstico molecular
de tipo universal. La técnica general mas empleada para el diagnostico es la secuenciacion completa del gen
para encontrar estas mutaciones y determinar si son mutaciones con afectacidn clinica y desencadenante de la

patologia o no (7).

1.4. Tratamientos actuales de las coagulopatias hemorréagicas

El tratamiento de las coagulopatias ha evolucionado muy rapidamente en las Gltimas décadas (89,90). El
avance ha estado condicionado, como se ha expuesto en el apartado 1.1., a la prevalencia. Asi, para las
hemofilias A (déficit de FVIII) y B (déficit de FIX) que son coagulopatias congénitas raras, pero si cabe “mas

frecuentes” que otras, el avance en sus tratamientos ha sido mas réapido.
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En el caso de otras coagulopatias ultra raras cuya prevalencia es mucho mas baja, el avance en su tratamiento
es mucho mas lento y, por ejemplo, en el caso de la deficiencia de FV, el tratamiento de eleccion es, en la

actualidad, la utilizacion de plasma fresco congelado.

En cualquier caso, ya sea la administracion de concentrados de factores exdgenos como de plasma fresco

congelado, los tratamientos son “paliativos” de los sintomas y nunca “curativos”.

La naturaleza de enfermedad rara, como es el caso de muchas de las coagulopatias conocidas, dificulta el
desarrollo de ensayos controlados aleatorios y en consecuencia no existen directrices basadas en la evidencia.
Las recomendaciones del tratamiento se basan principalmente en la literatura existente y en el consenso de
expertos en base al tipo de episodio hemorragico, la actividad del factor residual, procedimientos quirtrgicos

(menores o0 mayores), lugar de la hemorragia y los antecedentes hemorrégicos personales o familiares.

1.4.1. Tratamientos actuales del déficit de factor V

Dado que no se dispone de concentrados de FV derivados del plasma o recombinantes en el mercado, el
tratamiento de eleccion actual de esta enfermedad consiste en la administracion de plasma fresco congelado
(PFC), preferiblemente inactivado para virus emergentes (91,92). Actualmente el Octaplas® (93), un producto
farmacéutico tratado mediante un proceso de disolvente/detergente para inactivar virus emergentes, es una
buena alternativa al plasma fresco congelado derivado de muchos donantes. Se trata de un concentrado de
proteinas plasmaticas humanas (45-70 mg/mL) que presenta un alto perfil de seguridad frente a los patdgenos
emergentes. Se caracteriza por su Optima y testada composicién cuantitativa y cualitativa de FV, que
permanece inalterada de un lote a otro como resultado de su alto rendimiento de estabilidad durante méas de 4
afios a una temperatura de -18°C, su alta concentracion de fibrindgeno y los niveles controlados que contiene
de los diferentes factores de la coagulacion, fibrinoliticos y sus inhibidores (nivel de FV > 0,5 IU/ml). Se
administra por perfusién intravenosa a una velocidad de 1 mL por kg de peso corporal por minuto, y la dosis

dependera del estado clinico y del peso corporal.
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A parte del PFC, pueden administrarse antifibrinoliticos locales (92) como el acido tranexamico o el acido €-
aminocaproico, por via oral o intravenosa para controlar las hemorragias (especialmente en mucosas) y antes
de procedimientos quirdrgicos invasivos. En pacientes con hemorragias menstruales persistentes, puede
utilizarse una terapia de sustitucién de estrdgenos y progesterona. En general, este tratamiento no se ha
asociado a complicaciones graves, a diferencia del PFC con el que se pueden dar reacciones alérgicas a los

componentes del plasma, anafilaxia o problemas derivados de la perfusion de grandes volimenes de plasma.

1.5. Terapias avanzadas

Las terapias avanzadas conforman un conjunto de estrategias novedosas e innovadoras como son la terapia
celular, la terapia génica y la medicina regenerativa o ingenieria tisular, dirigidas a enfermedades o
disfunciones que actualmente no tienen tratamiento curativo o cuyo tratamiento se debe optimizar. Segln
define la Agencia Europea del Medicamento (94), los medicamentos basados en terapias avanzadas son
aquellos para uso humano que se basan en genes, tejidos o células y que ofrecen nuevas oportunidades

innovadoras para el tratamiento de algunas enfermedades (95,94,96) (Figura 5).

Los medicamentos de terapia celular somatica se basan en células o tejidos que han sido manipulados para
modificar sus caracteristicas biol6gicas. Se pueden usar para curar, paliar, diagnosticar o prevenir

enfermedades.

Los medicamentos de terapia génica se basan en genes “terapéuticos” que conducen a un efecto terapéutico,
profilactico, diagnéstico o curativo. Consiste en insertar genes ‘“recombinantes” en un organismo,
generalmente para tratar una gran variedad de enfermedades, incluidos los trastornos genéticos, cancer,

enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, articulares o infecciosas.

Por altimo, los medicamentos de medicina regenerativa se basan en células o tejidos que han sido modificados

para poder aplicarse en la reparacion, regeneracion o reemplazo de tejidos humanos.

Todo esto se recoge en el Reglamento (CE) n° 1394/2007 elaborado por el Parlamento Europeo y la Comision

Europea (94), asi como en el Real Decreto 477/2014 del Ministerio de Sanidad del Gobierno de Espafia (96).
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Figura 5. Tipos de terapias avanzadas.

Una cuestion que hay que plantearse cuando se inicia el desarrollo de un protocolo de terapias avanzadas, es
si es factible de alcanzar el objetivo propuesto. Se puede asegurar que en el momento presente son viables todo
este tipo de estrategias, tanto para patologias de caracter monogénico o poligénico, como en lo referente a la
duracion efectiva de las proteinas terapéuticas en el organismo y su nivel de expresion. Esto es asi debido a
que se dispone de una gran variedad y tipos de células diana, de vectores de transfeccion, y porque es posible
tener en cuenta los procesos de regulacién de la expresion, caracteristicas del transgén, y sobre todo controlar
la seguridad de las células utilizadas. Otra cuestion a plantearse es si se justifica la inversion en investigacion
en estas nuevas terapias. La respuesta es aln mas contundente ya que hay patologias crénicas y graves que no
tienen tratamiento. Otras tienen tratamiento, pero presenta importantes efectos secundarios severos, o son

tediosos e incomodos, lo que dificulta la adherencia del paciente.

En la Figura 6, se muestran las distintas posibilidades que ofrecen las terapias avanzadas, génica y celular, en

la farmacologia moderna.
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Figura 6. Terapias avanzadas, génicay celular, para el tratamiento de

diversas patologias.
1.5.1. Terapia génica
De forma muy simplista se puede definir la terapia génica como la transferencia, en una célula o células, de un
fragmento de DNA que codifica para una proteina, y que puede curar una determinada enfermedad. De esta
definicion tan simple se abre una nueva dimension en el tratamiento de las enfermedades, desde las hereditarias

al cancer, pasando por las infecciosas, cardiovasculares, hepaticas o neurodegenerativas (97).

Esto también plantea importantes dificultades porque, aunque los protocolos de terapia génica son mas eficaces
que los de terapia celular, presentan también un mayor nimero de efectos adversos. Estos efectos se relacionan
fundamentalmente con el vector de transferencia. Un vector de transferencia ideal seria aquel que fuera
inmunolégicamente inerte, con alta especificidad para tejidos y células, integrativo, con produccion sostenida
del transgén, transduccion en células en division o no, facil de producir a gran escala y con una alta capacidad
de carga del transgén. En la actualidad la inmunogenicidad, la hepatotoxicidad del vector y los problemas
derivados de su integracion (mutagénesis insercional) son las barreras mas importantes que hay que salvar

(98,99).

Los protocolos de terapia génica en células somaticas pueden realizarse (Figura 7) in vivo, en la cual la

correccion o insercion del gen en las células se realiza en el propio organismo a través de un vector, 0 ex vivo,
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donde la correccion o insercion del gen se realiza previamente en las células obtenidas del paciente, que una

vez expandidas y seleccionadas se vuelven a reimplantar en el mismo (97).

En cuanto a los vectores de transfeccidn se puede clasificar la terapia génica en viral y no viral (99-101). La
mayor eficacia de los vectores virales, frente a los no virales, hace que este tipo de vector sea el mas empleado
para la terapia génica, aunque siempre se debera llegar a una situacion de compromiso ya que los efectos

secundarios potenciales con los vectores virales son también mayores.

Hasta el momento no se han descrito efectos secundarios ni riesgos para los vectores no virales, ya que son no
integrativos (102). En relacion con los vectores virales, los vectores basados en retrovirus (RNA virus)
practicamente no se utilizan en clinica por su alta capacidad de integracion en el genoma y su alto riesgo de
mutagénesis insercional, a pesar de su alta eficacia de transduccion y su alto tiempo de expresion del transgén
(103,104). Los vectores adenovirales (DNA virus) (103,104) son vectores no integrativos, con una alta
capacidad de empaquetamiento para el gen “terapéutico”, pero presentan una muy alta capacidad
inmunogénica con riesgos altos de graves procesos anafilacticos. Por su parte, los vectores virales
adenoasociados (103,104) son los que presentan la mayor potencialidad para su uso en clinica. Son vectores
parcialmente integrativos, con una alta improbabilidad de producir mutagénesis insercional, pero producen
una respuesta inmunogénica frente a su capsida y en algunos casos son hepatotoxicos. Por Gltimo, los vectores
lentivirales (RNA virus derivados de retrovirus) son vectores integrativos, con una alta improbabilidad de
producir mutagénesis insercional, no inducen respuesta inmune destacada ni tienen efecto hepatotoxico. Su

inconveniente, como en todos los retrovirus, es su baja capacidad de empaquetamiento.

Otra alternativa a esta terapia génica de transferencia del gen terapéutico es la correccion de los genes
defectuosos y causantes de la patologia en el paciente. Para ello existen varias herramientas de edicion génica,
que actualmente se estan utilizando para el tratamiento de diversas enfermedades, como los TALEN, los dedos
de zinc (“Zinc Fingers”) o la edicion génica basada en CRISPR/Cas9 (105-108). Estas herramientas se basan

en inducir cortes de doble hebra en el DNA, y estan formadas por una endonucleasa de restriccion, que mediara
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el corte, y por una parte variable y disefiada para complementar con la secuencia diana donde se realizara dicho
corte y que guiard a la endonucleasa. Posteriormente el sistema de reparacion celular inducira esa posible
edicion en el DNA al restaurar la rotura. La principal diferencia conceptual entre estas tres herramientas reside
en la parte variable que tiene que indicar a la nucleasa donde cortar. En el caso de las TALEN (de sus siglas
en inglés “Transcription activator-like effector nuclease”) la secuencia variable esta constituida por 30-40
monomeros de proteinas, siendo cada monémero complementario a una base nitrogenada del DNA. Los dedos
de zinc se componen de proteinas multiméricas (de en torno a 9-12 elementos) siendo cada una de estas
complementaria a tres nucle6tidos. En el caso de la herramienta CRISPR/Cas9, la parte variable es de
naturaleza nucleotidica (RNA) y no proteica como en los casos anteriores. Las diferentes combinaciones que
se realicen en la parte variable de estas herramientas es lo que proporciona una alta precision, pudiendo realizar

ediciones génicas, por lo general, en cualquier parte del DNA de la célula.
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Figura 7. Esquema general de terapia génica.

También se estdn desarrollando tratamientos de terapia génica basados en siRNA (pequefios RNA de
interferencia), cuya funcion es la de modificar la traduccion del RNA mensajero, evitando o modificando la

produccion de proteina, sin afectar al gen codificante (109,110).

Los avances de la terapia génica frente a coagulopatias congénitas en los Ultimos afios pueden ser una

revolucion en el tratamiento de la hemofilia A y B. La utilizacion de distintos genotipos de vectores

24



adenoasociados han ofrecido resultados ya en ensayos clinicos altamente esperanzadores, por los niveles de
expresion (fenotipo moderado) y por los tiempos de expresion, de varios meses (111). Se han de solucionar

todavia los problemas derivados de la inmunogenicidad de los vectores y su hepatotoxicidad.

Los vectores lentivirales (112) también representan otra buena alternativa potencial por su capacidad de
integracion y expresion del transgen a largo plazo. Los vectores lentivirales de Ultima generacion, mejorados
y protegidos contra la fagocitosis, han mostrado en higado y bazo una 6ptima expresion de FVIIy FIX (113).
Estos vectores pueden ser una herramienta potencial para otro tipo de coagulopatias congénitas como el déficit

de FV.

En la actualidad se estan desarrollando alrededor de 12 ensayos clinicos basados en terapia génica en
coagulopatias congénitas (114), en su gran parte con vectores adenoasociados en hemofilia A. En el caso del

déficit de FV no hay en curso ningun ensayo clinico.

1.5.2. Terapia génica basada en edicién génica con CRISPR/Cas9
El término CRISPR (del inglés “Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeat”) es definido como
repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas, que se asocian a endonucleasas

denominadas proteinas Cas (del inglés “CRISPR-associated”).

La primera vez que se describié una secuencia de repeticiones en tndem con secuencias espaciadoras entre
si, fue en 1987 en la bacteria E. Coli, en la que se identificaron secuencias homologas de 29 nucleétidos que
se repetian hasta en cinco ocasiones, entre las que se disponian secuencias espaciadoras de 32 nucleétidos.

Pero no se sabia nada sobre su funcién biolégica (115).

Mas tarde, en el afio 1995, el investigador espafiol Francisco Martinez Mojica, profesor de la universidad de
Alicante y Doctor Honoris Causa de la Universidad Complutense de Madrid, describio en la archea Haloferax
mediterranei la presencia de secuencias en tdndem de 30 nucle6tidos repetidas 21 veces y separadas por
distancias constantes, similares a las observadas anteriormente en E. coli (116). Sus estudios las describieron

como un sistema inmune adaptativo en bacterias y arqueas (117-119). Afios més tarde, en 2002, un grupo de
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investigadores de la universidad de Holanda sugirio la posibilidad de cambiar el nombre, con el consentimiento
de Mojica, denominandose por primera vez CRISPR. El hecho de que especies taxonémicamente no
relacionadas albergasen secuencias CRISPR casi idénticas, hizo que se sugiriese la posibilidad de que dichas
secuencias se diseminasen entre organismos mediante transferencia lateral de DNA. Ademas, esta misma
publicacion demostrd que los genes Cas se encuentran adyacentes al locus CRISPR, indicando un posible

papel de las proteinas Cas en la génesis de los loci CRISPR (118).

En 2012 estos conceptos hicieron a CRISPR una herramienta de edicion génica muy precisa y efectiva incluso
en mamiferos (120), de tal forma que ha supuesto un gran hito en cuanto al desarrollo de nuevos protocolos de
terapia génica, y ha superado en aplicabilidad a otros tipos de edicion génica (TALEN, “Zinc Fingers™) por su
disefio mas sencillo, facilidad de uso y reduccion de costes, segun el gran nimero de articulos publicados (121—

123).

El grupo de investigacion formado por Charpentier y Doudna y el grupo de Feng Zhang libraron una disputa
durante varios afios sobre la patente de la técnica CRISPR. Esta se inici6 cuando las cientificas Charpentier y
Doudna (representadas por la empresa UCB) solicitaron una patente en 2012 a la Oficina de Patentes de
EE.UU. por su propuesta de utilizar la técnica CRISPR/Cas9 como herramienta de edicion génica. Meses mas
tarde, el grupo de investigacion de Feng Zhang (representados por el Instituto BROAD) solicitd la patente en
2013 por el empleo del sistema CRISPR/Cas9 en células eucariotas para su edicién génica. La Oficina de

Patentes de EE.UU. otorgd en 2014 la patente CRISPR al grupo de Feng Zhang.

En los altimos afios se han ido perfilando los diferentes elementos que forman parte de este sistema (Figura

8).

El sistema CRISPR/Cas es un mecanismo de defensa adaptativo de las bacterias y arqueas frente a los virus
(124). Este sistema, de forma muy resumida, esta formado por los genes que codifican las nucleasas Cas (el
tipo de Cas depende de la especie de bacteria 0 arquea) y por las secuencias CRISPR, que estarian formadas

por pequerias secuencias integradas en el DNA, provenientes de los virus que previamente hayan infectado a
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ese linaje. Estas secuencias de origen viral estan separadas por unas pequefias secuencias repetidas de manera
palindromica y espaciadas regularmente, lo que da el nombre a este sistema. Una vez una bacteria o una arquea
es infectada por un virus, se inicia el mecanismo de defensa. Para ello se transcribe y se traduce el gen de la
nucleasa Cas correspondiente y se transcriben las diferentes secuencias viricas integradas en el DNA, formando
los crRNA. Si la bacteria 0 arquea ya ha sido previamente infectada con este virus, uno de esos crRNA sera
complementario al genoma del nuevo virus infectivo, con lo que este crRNA se unird por complementariedad
al genoma viral y formara un complejo con la nucleasa Cas, estabilizandose este complejo con la ayuda de otra
molécula de RNA, llamada tracrRNA (producida por la propia bacteria o arquea). Una vez formado este
complejo crRNA/tracrRNA/Cas/genoma viral, la nucleasa Cas mediara un corte de doble cadena en el genoma
viral, degradando este genoma e impidiendo que la informacién genética del virus se procese, evitando la lisis
de la bacteria o arquea debido al ciclo litico viral. Los dominios PAM (de sus siglas en inglés “protospacer
adjacent motif”) situados en los crRNA (y en el genoma viral) son secuencias concretas, muy cortas y
especificas a cada tipo de nucleasa Cas, siendo imprescindibles para la formacion del complejo y para mediar

el corte de doble hebra y eliminacion del virus.

Actualmente se dispone de un amplio abanico de reactivos y moléculas comerciales adaptadas a la necesidad
de cada grupo investigador para llevar a cabo casi cualquier aproximacion de terapia génicay edicion de DNA.
En la practica, para desarrollar una terapia de correccidn de genes, de forma muy simplificada, tan solo habria
que conocer la secuencia a editar, disefiar un crRNA complementario a esa zona del gen, y disponer de la

molécula tracrRNA y la nucleasa Cas especifica para la estrategia de editado que se quiere seguir.

Especificamente, las estrategias basadas en CRISPR/Cas9 se vienen aplicando muy satisfactoriamente para el
posible tratamiento de los trastornos hematoldgicos (125), para hemofilia A (126-128) y para hemofilia B

(129,130).
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Figura 8. Mecanismo de accion del sistema CRISPR/Cas9.

1.5.3. Eleccion de la estrategia y condicionantes

En el momento presente, la farmacologia individualizada estd tomando un papel muy relevante en los
tratamientos de numerosas enfermedades. En general, esto se estd comprobando en muchos tratamientos, mas
0 menos clasicos ya establecidos, los cuales se han adaptado a los requerimientos y necesidades especificas de
cada paciente, traduciéndose en un aumento de la eficacia, una mayor calidad de vida para el paciente y ademas
en un uso racional de los medicamentos, lo que lleva a un ahorro de costes (131). Esto, si se traslada a las
terapias avanzadas, todavia es mas llamativo, porque no solo se individualiza el tratamiento una vez establecido
en pauta general, sino que la individualizacién comienza con el propio disefio de la estrategia. Es decir, la
eleccién de la metodologia terapéutica se hace en funcidn del propio paciente, de sus caracteristicas clinicas y

de un balance riesgo beneficio muy preciso.

LLIF4

En este sentido, la farmacogendmica se basa en el uso de la informacién gendmica y otros datos "émicos" para
individualizar la seleccion y el uso de los medicamentos con el fin de evitar reacciones adversas y maximizar

su eficacia (132).

La eleccion de la estrategia en cada caso, para adecuar e individualizar el futuro tratamiento, es una fase crucial

del desarrollo de un protocolo. Se dispone de herramientas moleculares y celulares suficientes, de una gran
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variedad de células diana y de un amplio abanico de posibilidades para transferir un gen, pero no todas las

patologias muestran mecanismos etiopatogénicos ni fenotipos similares.

La eleccion de la estrategia no es una labor trivial, sino mas bien una verdadera decision de compromiso porque
las dos cuestiones fundamentales a tener en cuenta son la eficacia y la seguridad del paciente. La situacion
ideal seria la de maxima eficacia y seguridad, pero en medicina no existe el cero absoluto ni el cien por cien.
En terapias avanzadas, en especial en terapia génica, la mayor eficacia va unida a una mayor posibilidad
potencial de efectos adversos. Los vectores virales que son los mas eficaces pueden tener los mayores efectos
adversos. Por contra, los vectores no virales son altamente seguros, pero poco eficaces ya que es muy dificil

alcanzar niveles terapéuticos de la proteina expresada.

La segunda cuestion a analizar es si utilizar terapia génica o terapia celular. Si se sigue la maxima de la
farmacologia més tradicional y también moderna, de que la combinacion de varios farmacos o de distintos
protocolos puede aumentar la eficacia y disminuir los posibles efectos adversos, quizas la combinacion de
terapia génica y celular (terapia génica ex vivo) seria la mas adecuada, como asi se viene demostrando hasta el

momento.

Otros aspectos como el fenotipo de la enfermedad (grave, moderado o leve), la disponibilidad o no de un
tratamiento y el nivel y tiempo de expresién de la proteina terapéutica son otros condicionantes que
incrementan la dificultad en la toma de decisién. La realidad es que no es lo mismo establecer un protocolo
para pacientes con cancer de muy mal prondstico que en pacientes con un tratamiento 6ptimo ya disponible.
Las exigencias de éxito y eficacia referentes al nivel y tiempo de expresién pueden variar de unas patologias a
otras en funcion de la “calidad” de los tratamientos ya existentes. Es posible que la modificacion de un fenotipo
grave a moderado/leve durante unos meses sea un logro muy importante, como asi sucede, por ejemplo, en el

caso de las hemofilias.

Pero no todas las coagulopatias, como ya se ha explicado anteriormente, disponen de un tratamiento seguro y

eficaz, condicionando enormemente la toma de decision. En cualquier caso, se disponga de tratamiento eficaz
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y seguro, como en el caso de la hemofilia A o B, 0 no, como en el caso del déficit de factor V (solo plasma
fresco congelado), la decision de compromiso se basara en asegurar una muy baja razon riesgo-beneficio
porgue en ambos casos, de forma mas o menos eficaz, se dispone ya de un tratamiento paliativo. En cuanto a
las exigencias de éxito en coagulopatias congénitas una variacion de un fenotipo grave a uno moderado/leve

seria un muy buen resultado.

Las nuevas estrategias de edicion génica, principalmente CRISPR, que ha superado en aplicabilidad a otros
tipos de edicion génica por su disefio mas sencillo, facilidad de uso y reduccién de costes, hacen que la toma

de decisiones sea algo mas sencilla.

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las coagulopatias congénitas como el déficit de FV de la coagulacion, son enfermedades de origen mutacional
monogénico, lo que hace que las terapias avanzadas, como en el caso de la terapia génica, puedan ser una muy
buena aproximacion para futuros tratamientos “curativos” de estas enfermedades, mediante la correccion o

bien la sustitucién del gen defectuoso.

3. OBJETIVOS
Para demostrar esta hip6tesis, el objetivo general ha sido desarrollar protocolos de terapia génica para el déficit

de FV de la coagulacion.
Los objetivos especificos, planteados son:

1. Determinar las mutaciones en el gen F5 en pacientes con deficiencia de FV.
2. Desarrollar una estrategia de edicion genica con CRISPR/Cas9 para la obtencion de un modelo celular

knockout (KO) para FV, in vitro, con la mutacidn de la paciente a estudio.
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3. Desarrollar una estrategia de terapia génica, basada en edicion génica con CRISPR/Cas9, para corregir
la mutacidn patoldgica provocada en el modelo y restablecer la produccion de FV.
4. Evaluar la funcionalidad coagulante, por método coagulométrico, del FV expresado y secretado por

las células diana tras la correccion de la mutacién.

4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

4.1. Tipos de muestras y técnicas utilizadas
Debido a la diferente naturaleza de los estudios realizados, se detallan a continuacién las distintas muestras

utilizadas y las técnicas generales que se aplicaron.

Se obtuvo sangre periférica de los pacientes a estudio, asi como de sus progenitores, llevandose a cabo los
estudios hematologicos y de coagulacidn, la extraccion de DNA de leucocitos circulantes y la secuenciacién
del gen F5, y el estudio de las mutaciones causantes de la deficiencia del FV de la coagulacion, asi como de la

segregacion familiar de las mutaciones.

Las células HepG2, cedidas por el laboratorio del Dr. José Carlos Segovia (CIEMAT, Madrid), se utilizaron
en los estudios de terapia génica basada en edicién génica del F5, realizandose diversas técnicas como la
edicion génica mediante la herramienta CRISPR en dicho gen, la caracterizacién de la linea celular mediante
ensayos de proliferacién, citometria de flujo para marcadores de membrana, morfologia y unidades formadoras
de colonias, asi como la extraccion de RNA y DNA, secuenciacion, y estudios de la proteina FV sintetizada a

través de inmunofluorescencia, coagulometria'y ELISA.

4.2. Obtencidn de sangre periférica de las pacientes y sus progenitores
Para la obtencién de muestras de sangre de las pacientes y de sus progenitores se firmaron los correspondientes
consentimientos informados por parte de los progenitores y por ellos mismos como tutores de las pacientes

gue eran menores de edad.
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Para los estudios hematoldgicos y de coagulacion, las muestras de sangre fueron extraidas en tubos con citrato

sodico, obteniendo el plasma de dichas muestras y conservandose a -80°C para su posterior analisis.

4.3. Estudios hematoldgicos y de coagulacion

Los estudios hematol6gicos, realizados en el Hospital Universitario de Jaén, incluyeron las siguientes pruebas:
determinacion de la concentracion de hemoglobina, hemoglobina corpuscular media, concentracién de
hemoglobina corpuscular media, recuento total de eritrocitos, hematocrito, volumen corpuscular medio,
reticulocitos, recuento de células sanguineas blancas totales, formula leucocitaria, recuento total de plaquetas,

volumen medio plaquetario, dispersion plaquetaria y plaguetocrito.

Todos los parametros relacionados con la hemostasia, como el tiempo de protrombina (TP), la actividad de
protrombina (PA), el tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa), el fibrindgeno (F) y la Relacion
Internacional Normalizada (INR), se determinaron de acuerdo con los estandares, utilizandose kits HemosIL®
(Laboratorio de instrumentacion; Bedford, Massachusetts, Estados Unidos), segln las instrucciones del

fabricante.

Se utilizé plasma deficiente en FV, HemosIL® FV, para la determinacion cuantitativa de la actividad de FV,
mediante la prueba de tiempo de protrombina modificada, utilizando diluciones del plasma del paciente en
presencia de diluciones del plasma estandar humano deficitario en FV (<1%). La correccion del tiempo de
coagulacion prolongado para el plasma deficiente fue proporcional a la concentracion (porcentaje de actividad)
del factor especifico (FV) en el plasma del paciente, que puede obtenerse trazando una curva de calibracion.

Los niveles de referencia de FV variaron entre el 60% y el 130% (0,60-1,30 Ul).

4.4. Extraccion de DNA y secuenciacion del gen F5
La extraccion del DNA de los pacientes, para los estudios de secuenciacion del gen F5, se realizo a partir de

leucocitos de sangre periférica segin métodos descritos previamente (133).
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Para la extraccion del DNA genémico de las lineas celulares HepG2, se emplearon alrededor de 1x10° de
células, utilizandose el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemania) y siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para la secuenciacion del gen completo de las pacientes y sus progenitores se utilizaron cebadores
correspondientes a la secuencia de codificacion completa y las regiones adyacentes intronicas del gen F5. Los
cebadores se disefiaron de acuerdo con la entrada NC_000001.11 de la base de datos NCBI para producir
productos de PCR en un rango de entre 300 y 600 pares de bases (pb) aproximadamente, usando el software
en linea “Primer Blast” del NCBI. Se realizd la amplificacién por PCR, se purificé el producto de PCR obtenido
y se procedio a realizar una secuenciacion por el método Sanger. Se identificaron todas las mutaciones y
variantes genéticas en las pacientes con deficiencia de FV asi como en sus progenitores, para determinar la

segregacion familiar.

Para la secuenciacion de la region de interés del gen F5, asi como de las posibles secuencias potencialmente
editadas de manera inespecifica por las guias CRISPR (“Off-Targets”), en las muestras derivadas de las
diferentes lineas HepG2 producidas, se siguié un procedimiento idéntico, modificando Gnicamente los
cebadores empleados para la amplificacion por PCR. Posteriormente, los archivos generados en la
secuenciacion se analizaron con el software en linea ICE Synthego, que estudia el corte, la edicion y la eficacia

del editado de la herramienta CRISPR en esas células.

4.5. Edicion génica mediante CRISPR/Cas9

Previamente a la experimentacion, se llevé a cabo un extenso estudio in silico en el cual se elaboraron diversos
mapas del cDNA de F5, a través del programa informéatico SNAPGENE 1.1.3, y las bases de datos del NCBI
(NM_000130.4), Ensembl (ENST00000367797.9) y HGMD, obteniendo la estructura tanto del cDNA como
de la proteina con sus dominios, localizando las mutaciones de la paciente a estudio. Una vez obtenidos estos
mapas, se valor6 la mutacion sobre la que se desarroll6 el modelo celular y el tratamiento, en este caso la

sustitucion en el nucledtido 3279, lo que supone un cambio de una guanina por una adenina, traduciéndose en
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un cambio de aminoacido, de un triptéfano, a una sefial de terminacién de la traduccién (Trp1093*). Una vez
localizada la mutacién sobre la que actuar, se disefié la estrategia de edicion génica con CRISPR a través de
la ruta de reparacion no homéloga (NHEJ) de las células usadas, HepG2, llevando a cabo una estrategia de
editado Ilamada edicion por microdelecion o NHEJ-PD (delecion precisa por reparacion de extremos no
homdlogos) (134,135). En cuanto al disefio de las guias, éstas se aplicaron en parejas por cada edicion que se
llevé a cabo, una a cada lado de la zona a editar. El disefio de las guias se realiz6 mediante el programa en
linea de la pagina web CRISPOR. Se selecciond una pareja de guias en funcion de los datos de “score”
especifico, nimero de “Off-Targets”, localizacién de éstos, orientacion de las guias y distancia entre éstas.
Una vez disefiadas las guias, se decidio usar el formato de ribonucleoproteina (RNP) respecto al de plasmido.
La introduccion de estas RNP en el nicleo de la célula se realiz6 por electroporacion, en concreto realizando
una nucleofeccion, utilizando el nucleofector 4D (Lonza, Basilea, Suiza) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se utilizaron las células HepG2 ya que producen FV per se, lo que facilita la confirmacion de la
obtencion del modelo delecionado o “knockout (KO) asi como de la correccion de la mutacion (TTO;

tratamiento).

Las guias CRISPR obtenidas y utilizadas para inducir cada edicion (elaboracion del modelo patol6gico y
reversion de la mutacién) fueron la guia 5 KO y la guia 1 KO, para obtener el modelo celular KO para F5
(HepG2-KO0), y laguia 4 TTO y la guia 2 TTO las empleadas para eliminar la mutacion y restaurar el marco
de lectura del gen F5 (HepG2 tratamiento; HepG2-TTO). Se ha concedido patente de estas guias por la Oficina
Espafiola de Patentes y Marcas, asi como del procedimiento in vitro, como potencial tratamiento para recuperar

la expresion de FV.

Para seleccionar las células editadas, se realiz6 un cultivo de colonias. Asi, las células se diluyeron 'y sembraron
a baja concentracion en placas Petri, que se dejaron crecer varias semanas. Una vez visualizadas las colonias
formadas se recogieron y se expandieron estas hasta obtener una cantidad suficiente para la posterior

evaluacion de la edicién mediante secuenciacién de DNA.
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4.6. Cultivos celulares y caracterizacion de las células HepG2

Para realizar la caracterizacion de las 3 lineas celulares obtenidas a partir de la edicion génica mediante
CRISPR, HepG2-WT, HepG2-KO y HepG2-TTO, se trabajé con los 3 clones seleccionados de cada linea
editada y se llevaron a cabo ensayos de proliferacion celular, inmunocitometria de flujo y estudio morfolégico.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El ensayo de proliferacion, mediante Alamar blue (Alamar Blue™ Cell viability Reagent; Thermofisher
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), se realizé para comprobar la viabilidad y proliferacion de las lineas
celulares, segun las instrucciones del fabricante y poder determinar posibles alteraciones como consecuencia

de la edicion génica con CRISPR.

Mediante citometria de flujo se evaluaron los diferentes marcadores de membrana seleccionados, con el
objetivo de valorar si la edicion génica afecta a la expresion de dichos marcadores.

La morfologia celular se comprobd mediante la toma de multitud de imagenes de los diferentes cultivos
editados y clones de estos, evaluando las posibles modificaciones morfoldgicas que pudieran causar la edicion
génica, como consecuencia de alguna posible alteracién en los genes que codifiquen proteinas estructurales o
citoesqueléticas.

4.7. Evaluacion de la proteina factor V

Para el analisis y cuantificacion de proteinas, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia y ELISA

para el factor V de la coagulacion.

Inmunofluorescencia

Se realizaron inmunofluorescencias de las lineas HepG2 y controles negativos (células madre mesenquimales
humanas de tejido adiposo, hASC) para la proteina FV, utilizando el anticuerpo primario policlonal
“Coagulation Factor V (F5) antibody” (Abbexa, Cambridge, Reino Unido.) y el anticuerpo secundario
“DyLight™ 488 Donkey anti-rabbit IgG (minimal x-reactivity) Antibody” (Biolegend, San Diego, California,

Estados Unidos). Para ello, se sembraron 10000 células en cubreobjetos circulares. A los 3 dias de la siembra,
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se fijaron con PFA al 4% y se realiz6 la permeabilizacion de la membrana celular mediante la adicion de una
solucidn al 0,25% de triton X-100 en PBS. Se emple6 una solucion de bloqueo de uniones inespecificas basada
en PBS-T al 10% de suero de caballo, incubando posteriormente con el anticuerpo primario a una dilucién
1:50, seguido del anticuerpo secundario (dilucion 1:50). Por altimo, se montaron las preparaciones, afiadiendo
un medio de montaje. La visualizacion de las muestras, asi como la toma de fotografias se realiz6 mediante

microscopia de fluorescencia.
ELISA

Para cuantificar la sintesis de FV en las diferentes lineas HepG2 obtenidas, mediante edicidon génica, se
analizaron muestras procedentes del secretoma concentrado de todas las lineas celulares. Para este estudio se
empled el kit comercial “Human Factor V (Factor 5) AssayMax ELISA Kit” (Assaypro. Missouri, Estados
Unidos), siguiéndose las instrucciones del fabricante. Los datos se expresaron como la media £ desviacién
estandar. En el caso de las lineas HepG2-KO y HepG2-TTO se obtuvo la media de la concentracién de los 3

clones. En este ensayo se realizaron triplicados de todas las muestras.
Funcionalidad del factor V

El estudio de la funcionalidad de la proteina FV en las distintas lineas HepG2 editadas se llevé a cabo mediante
un ensayo de coagulometria basado en viscosidad (136), en un equipo STart Max 11® (Diagnostica Stago S.A.S.
Barcelona, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante y empleando sus reactivos especificos para la

valoracion de la funcionalidad del factor V de la coagulacion.

En este estudio se evaluaron tanto muestras obtenidas de plasma sanguineo fresco, como control positivo,
como muestras de secretoma concentrado provenientes de todas las lineas celulares utilizadas: HepG2-WT,
HepG2-KO (evaluando los 3 clones del estudio), HepG2-TTO (evaluando los 3 clones del estudio), asi como

diversos controles negativos.

Para ello, se sembraron y expandieron 1x10° células durante 7 dias, recogiendo el sobrenadante (denominado

secretoma) y concentrando este mediante columnas de concentracion. Una vez obtenidas estas muestras se
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evaluo la presencia y funcionalidad del factor V de la coagulacion mediante el ensayo de coagulometria, en
donde se determina el % de FV funcional, en la muestra analizada, en funcion del tiempo de coagulacion en

base a cambios en la viscosidad y extrapolando este tiempo en la recta patron previamente elaborada.

Bioseguridad de las guias CRISPR (andlisis de “off-targets”)

Se evalud la bioseguridad y especificidad de las guias de CRISPR utilizadas para revertir la mutacion en la
linea HepG2-KO. Para ello se recopilaron todos los posibles “Off-Target” (secuencias potencialmente
editables de manera inespecifica debido a la similitud de secuencia entre ciertas partes del genomay las guias
CRISPR) identificados en el programa de disefio de guias CRISPOR, seleccionando aquellos que coincidian
con exones, 0 con intrones cuyas diferencias con la secuencia de las guias utilizadas fuera menor o igual a 4

nucledtidos. De esta manera se evaluaron 26 posibles “Off-Targets”.

Para llevar a cabo este estudio, se realizaron amplificaciones en las mismas condiciones experimentales de

PCR vya utilizadas, seguido de secuenciacién por el método Sanger.

4.8. Aspectos bioéticos

Para la obtencion de muestras de las pacientes y de sus progenitores se firmaron los correspondientes
consentimientos informados por parte de los progenitores como tutores de las pacientes que eran menores de
edad. Toda la experimentacion con el uso de muestras biol6gicas humanas se autoriz6 por los correspondientes
comités de ética del Hospital Universitario de Jaén, y del Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz de

Madrid.

Ademas, se siguieron estrictamente los principios éticos de la Declaracion de Helsinki para la investigacion

médica en seres humanos, incluida la investigacion de material humano y la informacion identificable.

4.9. Andlisis estadisticos
Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar. Todos los datos se analizaron estadisticamente,
mediante el programa Statgraphics centurion XVII, evaluando previamente si los datos cumplian

homocedasticidad, igualdad de varianzas y seguian una distribucién normal, a través del test Shapiro-Wilk. Si
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cumplian este requisito (p-valor > 0,05), se aplicaban test estadisticos paramétricos, como el estadistico t-
Student o ANOVA (mdltiples variables). En caso de no seguir una distribucion normal, los resultados se

analizaron mediante test estadisticos no paramétricos, como el estadistico W de Mann-Whitney (Wilcoxon).

Se establecio una diferencia significativa de los datos cuando el p-valor era < 0,05 (*), muy significativa para
p-valor < 0,01 (**) y altamente significativa para p-valor < 0,001 (***). Se realizaron triplicados “técnicos”
(3 réplicas de la misma muestra en cada medida, para corroborar la exactitud del ensayo o kit) y cuadruplicados
“biologicos” (4 muestras del mismo tipo, pero de diferente origen o 4 experimentos independientes y separados

en el tiempo).

5. RESULTADOS OBTENIDOS

5.1. Estudio de mutaciones en el gen F5 en pacientes y progenitores

Con el objetivo a largo plazo de encontrar un tratamiento para la deficiencia de factor V, enfermedad
catalogada como ultra-rara, se llevaron a cabo estudios de mutaciones en el gen F5 en dos pacientes con
deficiencia severa de FV. Previamente a los estudios de secuenciacién de los genes en las pacientes y sus

progenitores, se llevaron a cabo los correspondientes estudios clinicos hematoldgicos (Tabla 4).

Los estudios de mutaciones en el gen F5 se llevaron a cabo en dos pacientes, nifias de 10 y 3 afios, con

deficiencia severa de factor V, centrandose los posteriores estudios en la primera paciente.

Caso A. Nifia caucasica de 10 afios, que presenta una deficiencia severa de FV. El diagnostico de esta
deficiencia congénita se llevé a cabo a los pocos dias de nacer como consecuencia de una infeccion de orinay
la administracion de antibidticos que desencadenaron hemorragias gastricas anormales. El estudio del
hemograma y del perfil de coagulacion, ofrecié un recuento normal de plaquetas y alteracion de las pruebas
de coagulacién. La determinacion de FV (FV: C<1%) indicaba una deficiencia severa de este factor. El estudio
en los padres demostré una deficiencia de FV leve. La paciente no experimentd episodios hemorragicos hasta

los 8 meses, cuando desarroll6 hemorragias en mucosa oral con la primera salida de los dientes, requiriendo la

38



administracion de plasma fresco congelado (PFC). Hasta este momento ha presentado diversos episodios

hemorragicos que han requerido, algunos de ellos, hospitalizacion y la administracion de plasma fresco

congelado y de Octaplas® (14 mL/kg), que se le comenzé a perfundir hace 3 afios aproximadamente.

en las pacientes de estudio y sus progenitores

Tabla 4
Parametros de coagulacion y actividad de FV analizados

Parametros de coagulaciony actividad de FV*

TP (seg.) | AP (%) | TTPA (seg.) |F (g/L)| INR | FV (%)

Paciente A 49.6 16.0 146.5 4.4 4.6 <1

Paciente B 50.1 10.7 129.5 3.7 5.8 <1
Padre A 12.2 83.0 37.8 3.2 1.1 21.0
Madre A 11.0 96.0 34.4 3.6 1.0 62.9
Padre B 11.5 86.8 30.3 3.3 1.1 45.9
Madre B 12.0 92.3 26.8 3.7 1.0 46.4

a/alores de referencia. TP: tiempo de protrombina (8-13 seg); AP:
tiempo de
tromboplastina parcial activada (24-37 seg); F: fibrindgeno (2-6 g/L);
INR: Relacién Internacional Normalizada (0,8-1,2); FV: actividad de
factor V (60-130%).

actividad de

protrombina

(75-120%);

TTPA:

Caso B. Nifia pakistani de 3 afios que ingres6 debido a una celulitis en el contexto de una deficiencia grave de

FV. Habia antecedentes de consanguinidad en la familia, ya que sus padres eran primos y habian sido

diagnosticados previamente en Pakistan de una deficiencia leve de FV. Tiene dos hermanos sin sintomas

graves de sangrado, aunque mostraban una deficiencia de FV muy leve. A la edad de 10 meses, habia

presentado un episodio espontaneo de hemorragia nasal, después del cual le diagnosticaron una deficiencia

grave de FV (FV: C<1%). Hasta su llegada a Espafia, habia recibido plasma fresco congelado. La nifia acudio

al hospital debido a una lesion supurativa en su pierna izquierda y fiebre, debido a la picadura de un mosquito

tres dias antes. En el examen fisico, la paciente presentaba una lesion ulcerosa, supurativa, con eritema

perilesional y sintomas inflamatorios. En este momento, la paciente tiene casi 3 afios y no se ha informado de

episodios graves de sangrado.
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En el caso de la paciente A, se puede observar que todos los parametros relacionados con la actividad de FV
estaban alterados. Se encontr6 que el tiempo de protrombina, el tiempo de tromboplastina parcial activada y
el indice normalizado internacional estaban muy elevados, y que la actividad de protrombina estaba
disminuida, consecuencia de unos niveles de FV de <1%, que es la forma més severa de este déficit. En el caso
de los progenitores, ambos tenian unos parametros dentro de los rangos de referencia, excepto el padre, que

presentaba un ligero aumento en el tiempo de tromboplastina parcial activada y un porcentaje mas bajo de FV.

En el caso de la paciente B, se pudo observar gque todos los pardmetros relacionados con la actividad de FV
estaban alterados, demostrandose igualmente un déficit severo de factor V (<1% de factor). En el caso de los
progenitores, ambos tenian parametros hematoldgicos dentro del rango de referencia a excepcion de los niveles

de FV que se situaron por debajo de dichos valores, aunque sin sintomatologia clinica resefiable.

Para el estudio de las mutaciones causantes de este déficit de FV, se llevé a cabo la secuenciacion completa
del gen en ambas pacientes y sus progenitores. En todos los casos se localizaron las mutaciones causantes del

déficit de FV de la coagulacion, tanto las de fenotipo patol6gico como aquellas sin significacion clinica.

En el caso de la paciente A (Figuras 9 y 10) se localizaron 2 mutaciones diferentes, una en cada alelo, en el
que la sustitucion de un nucleotido por otro da lugar a un codon “stop” que produce una interrupcion prematura
de la sintesis de la proteina. Estas mutaciones dan lugar a un fenotipo patoldgico. Las mutaciones halladas en
esta paciente fueron: NM_000130.4: c. 2218C>T, p.Arg740* (Figura 9) y NM_000130.4: c. 3279G>A,
p.Trpl093* (nueva mutacién no descrita anteriormente) (Figura 10), ambas en el exon 13 del gen F5. La
madre de esta paciente presentaba la mutacion c. 2218C>T, p.Arg740*, mientras que el padre presentaba la

mutacion c. 3279G>A, p.Trp1093*.

En el caso de la paciente B, se localizd una mutacion en ambos alelos que da lugar a la aparicion de un codon
“stop” produciendo la parada prematura de la sintesis de la proteina. Esta mutacion da lugar a un fenotipo

patolégico. La mutacion hallada, causante de esta patologia, fue: NM_000130.4: ¢.2862del, p.Ser955Alafs*4
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(Figura 11), también localizada en el exén 13. Ambos progenitores de esta paciente eran portadores de esta

mutacion.

A GCTGACTATGATTACCAGAACAGACTGGCTGCAGCATTAGGAATCAGOTCATTCCGARACTCATCATTGAATCAGGAAGAAGAAGAGTTCAATCTTACTG

+ t 1 + + t + t t y
CGACTGATACTAATGGTCTTGTCTGACCGACGTCGTAATCCTTAGTCCAGTAAGGCTTTGAGTAGTAAGTTAGTGCTTCTTCTTCTCAAGT TAGAATGAC

Ex6n 13

lena pesa I} Region postraduccional

I
Unién Trombina Codon Stop

T
Ala Asp Tyr Asp Tyr Gln Asn Arg Leu Ala Ala Ala Leu Gly lle Arg Ser Phe Arg Asn Ser Ser Leu Asn GIn Glu Glu Glu Glu Phe Asn Leu Thr Ala
T T s v 730 . 7 T T 70 T 748 T T 780 7S

B GCTGACTATGATTACCAGAACAGACTGGCTGCAGCATTAGGAATCAGGTCATTCTGAAACTCATCATTGAATCAGGAAGAAGAAGAGTTCAATCTTACTG

t t t 1 t t t t T 1
CGACTGATACTAATGGTCTTGTCTGACCGACGTCBTAATCCTTAGTCCAGTAAGACTTTEAGTAGTAACTTAGTCCTTCTTCTTCTCAAGTTAGAATGAC

Exén 13
Cadena pesada It Regién postraduccional
Unién Trombina
{ Ala Asp Tyr Asp Tyr Gln Asn Arg Leu Ala Ala Ala Leu Gly Ile Arg Ser Phe [ Asn Ser Ser Leu Asn GIn Glu Glu Glu Glu Phe Asn Leu Thr A
N 725 N R 735 740 785 750 7

Figura 9. Mapa genético del gen F5 de la paciente A. (A) Localizacion de la
mutacién Arg740* en la secuencia nativa y (B) secuencia de la paciente A.
Asterisco en rojo indica aparicion de codon “stop” prematuro.

A CTCTTCCCACABACCTCAATCABACATTOCCCTCTATGGATTTTGGCTEBATAGCCTCACTTCCTGACCATAATCAGAATTCCTCAAATGACACTEETCA
! ' ' f ' ' ' I ! L

t y t y t t t t t T
GAGAAGGGTGTCTGGAGTTAGTCTGTAACGGGAGATACCTAAAACCGACCTATCGGAGTGAAGGACTGGTATTAGTCTTAAGGAGTTTACTGTGACCAGT

Ex6n 13

Regién postraduccional

Codon Stop
G>A
jer Leu Pro Thr Asp Leu Asn GIn Thr Leu Pro Ser Met Asp Phe Gly Trp lle Ala Ser Leu Pro Asp His Asn Gln Asn Ser Ser Asn Asp Thr Gly Gin
T 1080 N 1085 N 1050 ' 1055 10 ' 1wes ' 1110

B CTCTTCCCACAGAGCTCAATCAGACATTGCCCTCTATGOATTTTOGCTOOATAGCCTCACTTCCTGACCATAATCAGAATTCCTCAAATBACACTOOTCA

+ + t + t + t + t t
GAGAAGGGTGTCTGGAGTTAGTCTGTAA AGATACCTAAAA ACCTATCGGAGTGA ACTGGTATTAGTCTTAAGGAGTTTACTGTGACCAGT

Exén 13

Region postraduccional

Ser Leu Pro Thr Asp Leu Asn Gin Thr Leu Pro Ser Met Asp Phe Gly [ lle Ala Ser Leu Pro Asp His Asn Gln Asn Ser Ser Asn Asp Thr Gly Gln
N w80 7 7 T 1o8s 7 w0 T T T 1100 1105 111

Figura 10. Mapa genético del gen F5 de la paciente A. (A) Localizacién de la

mutacién Trp1093* en la secuencia nativa y (B) secuencia de la paciente A.

Asterisco en rojo indica aparicion de codon “stop” prematuro.
5.2. Estrategia de aplicacion de la herramienta CRISPR/Cas9 en la linea celular
Una vez realizados los mapas genéticos de F5, localizadas las regiones de interés y las mutaciones de las
pacientes, se decidié modelizar la mutacion de la paciente A ¢. 3279G>A, p.Trp1093* (Figura 10B). En cuanto
a la linea celular en la que desarrollar el modelo in vitro se decidié usar la linea hepatica tumoral de

hepatocarcinoma humano (HepG2). Se realizé una edicion basada en microdeleciones de DNA, en base a la

reparacion NHEJ de la propia célula, lo que otros autores denominan NHEJ-PD. Los elementos CRISPR
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utilizados fueron en formato ribonucleoproteina (RNP) y la introduccién de este material dentro del nlcleo

celular se realiz6 mediante electroporacion (nucleofeccion).

GGGAGATGGCATTTGGCTTCTGAGAAAGGTAGCTATGAAATAATCCAAGATACTGATGAAGACACAGC
N ! N 1 N ! N 1 N 1 N 1 N !

T t T + T T ¥ T + T ¥ T

CCCTCTACCGTAAACCGAAGACTCTTTCCATCGATACTTTATTAGGTTCTATGACTACTTCTGTGTCG
e T - B
Ex6n 13

“Regién postraduccional

2862del. Ser955Alafs*4
Delecién
Gly Arg Trp His Leu Ala Ser Glu Lys Gly Ser Tyr Glu Ile Ile Gin Asp Thr Asp Glu Asp Thr Ala

945 950 955 960 965

B8 GGGAGATGGCATTTGGCTTCTGAGAAAGGAGCTATGAAATAATCCAAGATACTGATGAAGACACAGCT
N 1 N 1 N 1 N I N 1 ; 1 N 1

T t T t T t T + T t T t T

CCCTCTACCGTAAACCGAAGACTCTTTCCTCGATACTTTATTAGGTTCTATGACTACTTCTGTGTCGA
-  oomms
Ex6n 13

Region postraduccional

Gly Arg Trp His Leu Ala Ser Glu Lys Gly Ala Met Lys B Ser Lys lIle Leu Met Lys Thr Gin Leu
9as 950 ' T 955 " 960 965

Figura 11. Mapa genético del gen F5 de la paciente B. (A) Localizacion de

la mutacion 2862del. Ser955Alafs*4 en la secuencia nativa y (B) secuencia

de la paciente B. Asterisco en rojo indica aparicion de codon “stop”

prematuro.
5.3. Disefio y aplicacion de guias CRISPR/Cas9 para obtener el modelo “knockout”
Las guias seleccionadas para obtener el modelo KO de FV (guia 5 KO y guia 1 KO), realizan un corte a ambos
lados del lugar donde se localiza la mutacion de la paciente, delecionandose un fragmento de 35 pares de bases

y uniéndose nuevamente los extremos, modificandose el marco de lectura del gen a partir de ese punto de

reparacion, dando lugar a la aparicion de un codén “stop” prematuro (Figura 12).

Como se observa en la Figura 13, la eficacia del editado con esta pareja de guias fue aproximadamente del
60%, lo que significa que en el 60% de las células o de los alelos se produjo una microdelecién de 35 pares de
bases, restaurandose la hebra de DNA después del corte. Esto supone una modificacion en el marco de lectura
del gen, produciendo un codon “stop” en la posicién aminoacidica 1089 (Figura 12B), simulando de manera

casi exacta la mutacion de la paciente A (p.Trp1093*) (Figura 10B).

42



Figura 12. Mapa genético del gen F5 nativo. (A) Localizacion de las guias 5y 1
KO para la realizacion del modelo celular HepG2-KO vy (B) resultado tedrico de la
edicion con esa pareja de guias CRISPR. Asterisco en rojo indica aparicién de codon

“stop” prematuro en el aminoacido 1089.
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Figura 13. Eficacia de editado, en el gen F5, de las guias 5y 1 KO en la linea células HepG2-
WT. Indel: insercion o delecién. Analisis realizado con el software en linea ICE Synthego.

Posteriormente, con el objetivo de obtener un cultivo celular homogéneo KO para FV se opt6 por la expansién

y seleccion de colonias, formadas a partir de una célula. Como se observa en la Figura 14, los clones 1, 8 y 9

poseen una Unica banda nitida con un tamafio de producto de PCR muy similar al esperado, mientras los demas

clones presentan bandas de mayor tamafio o varias bandas por carril, lo que indicaria una edicidn inespecifica

0 un cultivo celular formado a partir de 2 colonias.

5.4. Disefio y aplicacion de guias CRISPR para la correccion de la mutacion

Las guias seleccionadas para corregir la mutacion del modelo KO de FV (denominadas guia 4 TTO y guia 2

TTO), realizan un corte a ambos lados del lugar donde se localiza la mutacién producida en el modelo celular,

delecionandose un fragmento de 49 pares de bases y uniéndose nuevamente los extremos.
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Estas guias se aplicaron a las 3 lineas clonicas HepG2-KO para F5 (lineas Lol KO, Lo8 KO y Lo9 KO),
obteniendo una nueva modificacion del marco de lectura del gen y restableciendo el marco de lectura original
nativo (WT) del gen, eliminandose el codon “stop”. Esto supondria la restauracion de la sintesis de la proteina

FV funcional (Figura 16).

Figura 14. Electroforesis, en gel de
agarosa al 2%, de los distintos clones
obtenidos de la linea HepG2-KO.
Marcador molecular “FastGene 100
bp” de Nippon genetics.

La secuenciacion de estos tres clones (Lol, Lo8 y L0o9) corrobor6 que estos presentaban la edicion precisa en

aproximadamente el 100% de las células (Figura 15).

Figura 15. Secuenciacion y analisis del gen F5, de los cultivos clonales obtenidos de la linea
HepG2-KO. Indel: insercion o delecion. Analisis realizado con el software en linea ICE
Synthego.
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Figura 16. Mapa genético del gen F5 del modelo HepG2-KO. (A) Localizacion de

las guias 4 y 2 TTO para la eliminacion de la mutacion patolégica y (B) resultado

teérico de la edicion con esa pareja de guias CRISPR. Asterisco en rojo indica

aparicion de codon “stop” prematuro.
La secuenciacién de los clones obtenidos, para determinar con exactitud la eficacia del producto editado y la
correccion de la mutacion, mostr6 una eficacia de correccion precisa de en torno al 41,4% (Figura 17). Esto

significa que en el 41,4% de las células o de los alelos se produjo una microdelecion de 49 pares de bases y

por tanto el restablecimiento del marco de lectura original nativo del gen (Figura 16B).

Contribucion relativa de cada secuencia
Indel Contribucion Secuencia
gt doton 40| 49w 4% TCCAATG ToTT G 16TCAGBCAAGCTOT
Clon Lol B34 tesossen 40 48 = B 6 TETCTT N 1 6TCAGBCAAGETGT
m 1 1 TCAG T :57 66 GCTETCLT GGTCTTTATCAG, G676 GAGG.
vognctoeion 40 49—  42%% TCCAATGAAACAT 1 1 6TCAGGCAAGCTGT
Clon LO8 [+  towmeccdeion 49 48 - 248% 6 TCTETT N | GTCAGBLAAGLTGT
[y . 64 GAATTCCTCAAATG, 61 -TCAGGCAAGCTGTCCTCCAGGTCTTTATCAGACAGTG 6AG6
fogrertdeeton 49 49 99% TCCAATG TeTeTT o) | 6TCAGBCAAGCTGT
Clon LO9 [+  temesscon 40 48 252% 16 H 1 6TCAGBCAAGCTGT
[ 2 BRI GAAT 3 1 6TCAGBCAAGCTGTCCTCCAGBTCTTTATCAGACAGTG 6466

Figura 17. Eficacia de editado, en el gen F5, de las guias 4y 2 TTO en los diferentes
clones HepG2-KO. Indel: insercidn o delecion. Andlisis realizado con el software en
linea ICE Synthego.
5.5. Caracterizacion de las lineas HepG2 y posibles consecuencias de la edicion génica
Para el estudio de la idoneidad y caracterizacion de la linea celular HepG2-WT (fenotipo nativo), HepG2-KO

(modelo celular KO para F5) y HepG2-TTO (linea celular con la eliminacion de la mutacién patolégica), se

realizaron varios ensayos. En la Figura 18, se muestra el analisis, en electroforesis de agarosa al 2%, de las
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diferentes ediciones realizadas en la secuencia del gen F5 en las distintas lineas HepG2. La banda
correspondiente a la linea HepG2-WT tiene un tamafio de 403pb y las bandas correspondientes a los 3 clones
de la linea HepG2-KO de 368pb, debido a la delecidn de 35pb como consecuencia de la modelizacion de la
mutacion patoldgica de la paciente. Las bandas correspondientes a los 3 clones de la linea HepG2-TTO, con
un tamafo de 368pb y 319pb, corresponden a las secuencias del gen F5 de las células o alelos que no han sido
editados (banda superior) y a los que se han editado de forma precisa, eliminandose una secuencia de 49pb y

produciéndose la correccion de la mutacion patoldgica (banda inferior).

Por una parte, no se observaron diferencias significativas en la tasa de viabilidad y proliferacién celular, entre

las tres lineas celulares ni entre sus distintos clones (Figura 19).

Figura 18. Electroforesis, en gel de
agarosa al 2%, de las distintas lineas
celulares. WT: HepG2-WT; KO: 3 clones
HepG2-KO; TTO: 3 clones HepG2-TTO.
Marcador molecular “FastGene 100bp” de
Nippon genetics.
Por otra parte, tampoco se observaron diferencias significativas en la expresion de los distintos marcadores de

membrana especificos entre las diferentes lineas celulares (Figura 20).

En cuanto a la morfologia, no se observaron diferencias apreciables entre los tres tipos de células y sus clones
(Figura 21). A baja confluencia las células mostraban morfologia poligonal con la presencia de inclusiones

citoplasmaticas y de dos o mas nucleos.
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También se determiné la conservacion de la capacidad de las células para crecer de manera clénica (Unidades

formadoras de colonias) y de su naturaleza neoplasica, a pesar de las diferentes ediciones del gen F5 (Figura

22).
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Figura 19. Proliferacién celular de las 3 lineas HepG2,
mediante el ensayo de Alamar Blue™. Cada punto
corresponde a la media de los 3 clones estudiados (lineas
HepG2-KO y HepG2-TTO) y de los 4 experimentos
independientes realizados.

Figura 20. Citometria de flujo para marcadores de membrana.
Rojo: HepG2 sin tefiir; azul: inmunotincion de HepG2-WT;
verde: inmunotincidn de HepG2-KO; naranja: inmunotincion
de HepG2-TTO. El eje X representa la intensidad de
fluorescencia del fluorocromo utilizado y el eje Y el nimero
de células. Cada grafica corresponde a la media de los 3 clones
estudiados (lineas HepG2-KO y HepG2-TTO) y de los

experimentos independientes realizados.
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5.6. Evaluacion de la proteina factor V en las distintas lineas celulares
Los ensayos de inmunofluorescencia mostraron que no habia diferencias significativas en la intensidad
fluorescente entre las distintas lineas HepG2 estudiadas, mostrandose una ausencia de sefial fluorescente en el

control negativo hASC-WT (ausencia de FV) (Figura 23).

A

HepG2-WT

HepG2-KO HepG2-TTO

Figura 21. Imégenes de microscopia Optica de la linea HepG2-WT (A) y de
los 3 clones, (1) Lol, (2) Lo8 y (3) Lo9, de las lineas HepG2-KO (B) y
HepG2-TTO (C). Barra de escala 200 pm.

Figura 22. Distintas iméagenes de microscopia Optica de las
colonias formadas de la linea HepG2-KO (UFC). Cristal violeta
como colorante. Barra de escala 100 pm.
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Figura 23. Inmunofluorescencia de FV en HepG2-WT (A), HepG2-KO
(B), HepG2-TTO (C) y hASC-WT (D). Barra de escala 50 pm.

El estudio de la concentracion de la proteina factor V mediante la técnica de ELISA en las muestras de
secretoma, concentradas, no mostraron diferencias significativas entre los tres tipos de células, obteniéndose
una concentracion de FV en todas ellas de entre 0,55 y 0,69 ng/mL. En el caso de los controles negativos no

se detect0 la presencia de FV (Figura 24).

Para el estudio de la funcionalidad del factor V, se evaluaron los secretomas de todos los tipos celulares a
evaluar. Los resultados muestran unos niveles funcionales de FV, por parte de las células HepG2-WT (control
positivo), del 108% + 10%, unos niveles funcionales de FV del 31,5% + 9% en células corregidas (HepG2-
TTO) y del 19% + 6% en células con la mutacion patoldgica (HepG2-KO). Los niveles funcionales de FV en
el control negativo fueron de un 14% + 1%, siendo muy similares a los encontrados en las células HepG2-KO
(p-valor = 0,23). Se observaron diferencias altamente significativas entre los niveles funcionales de FV en
células HepG2-WT con respecto a las HepG2-KO (p-valor = <0,001) y diferencias muy significativas entre
las células HepG2-TTO con respecto a las HepG2-KO (p-valor = 0,0012), lo que sugiere la restauracion de la

sintesis de la proteina funcional inducida por la correccion de la mutacién (Figura 25).
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Figura 24. Concentracion de FV en el secretoma de

las lineas HepG2, concentrado 6,5 veces, mediante

ELISA.
La diferencia (A; incremento) en la funcionalidad de FV entre las células HepG2-TTO y las HepG2-KO fue
de aproximadamente un 40,2% =+ 4%, valor que concuerda con la eficacia del editado obtenido con las guias

empleadas para la correccion de la mutacion en las células HepG2-KO (guias “TTO”), que fue de un 41,4% +

1,3% (Figura 25B). No se encontraron diferencias significativas entre ambos valores (p-valor = 0,65).

En el estudio de bioseguridad, evaluando los 26 genes susceptibles de edicion inespecifica, no se encontré
ningun tipo de mutacion, insercién o delecién, en ningln nucleétido o secuencia génica proximos a la zona de
corte con las dos guias empleadas para revertir la mutacién (guia 4 TTO y guia 2 TTO), en los tres clones
analizados, observandose en todos los casos una Unica banda muy nitida y del tamafio esperado (Figura 26),

descartando una posible edicion inespecifica.

6. DISCUSION

Actualmente el principal tratamiento frente a las coagulopatias congeénitas se basa en la administracién exogena
de un purificado del factor deficiente en el paciente, si es que ya se encuentra aprobado y comercializado,
como es el caso del FVIII. Sin embargo, para el FV, no se dispone de un FV purificado y su tratamiento se

basa en la administracion de plasma fresco congelado e inactivado o en el uso de Octaplas®, un farmaco basado
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en plasma con niveles controlados de los distintos factores de coagulacion. De cualquier manera, se aplican
tratamientos paliativos de los sintomas en régimen de profilaxis 0 a demanda, pero en cualquier caso no se

tratan de tratamientos curativos de la enfermedad (91,92,137,138).
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Figura 25. (A) Porcentaje de FV funcional en el secretoma, concentrado 6,5
veces, en las distintas lineas HepG2, obtenido mediante ensayo de coagulometria
con plasma deficiente de FV. Control negativo: linea celular SW480 y células
ovales. (B) Eficacia de eliminacion de la mutacion de la linea HepG2-KO con
las guias 4 y 2 TTO e incremento de FV funcional entre la linea HepG2-TTO y
HepG2-KO (ATTO-KO). *** p-valor < 0,001, ** p-valor < 0,01.
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Figura 26. Electroforesis, en gel de agarosa al 2%, de las distintas secuencias “Off-
Targets” analizadas. (A) Exones Yy (B) intrones. Marcador molecular “FastGene 100
bp” de Nippon genetics.
Las terapias avanzadas como la terapia génica podrian constituir un tratamiento curativo para muchas de estas

coagulopatias congénitas, ya que se podria corregir la mutacion o alteraciones genéticas causantes de ese

déficit de la proteina (97,139-141). Actualmente se estan llevando a cabo numerosos ensayos clinicos
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empleandose este tipo de nuevas terapias para tratar diferentes enfermedades (114,142) que incluyen varias

coagulopatias congénitas.

Este trabajo pretende establecer las bases de una estrategia terapéutica para lograr un tratamiento curativo para
el deficit de factor V. Este déficit de FV se trata de una patologia ultra rara, en la que se invierte muy poco en

investigacion y no se dispone de un tratamiento especifico para los pacientes.

Para el desarrollo de la terapia génica personalizada se comenzo con la fase de la determinacién de mutaciones
en el gen F5 en dos pacientes, paciente A y paciente B, asi como el estudio de la segregacion familiar y su

historia clinica.

Tras los estudios de secuenciacion del gen F5 de las pacientes y de sus progenitores se continuaron los estudios
solamente con la paciente A, por disponer de mas datos clinicos, y como base inicial del proyecto, teniendo

como objetivo Gltimo abordar todos los casos de déficit de FV posibles en el futuro.

Ambas pacientes padecen un déficit severo de FV (<1% de factor), provocado por mutaciones en ambos alelos
del gen, obteniendo como resultado la aparicion de un codon ““stop” prematuro. En el caso de la paciente A se
determind que es heterocigota compuesta, ya que posee 2 mutaciones diferentes, una en cada alelo, que induce

una parada prematura en la sintesis de la proteina.

En cuanto a la segregacién familiar, la madre de la paciente A es heterocigota para la mutacion c. 2218C>T,
p.Arg740* (143), con unos niveles de FV en plasma del 63%, fenotipo leve sin sintomatologia clinica
resefiable. En el caso del padre, es heterocigoto para la mutacion c. 3279G>A, p.Trp1093* (144), con unos

niveles de FV del 21%, igualmente de fenotipo leve sin sintomatologia clinica resefiable.

En cuanto a los progenitores de la paciente B, ambos son heterocigotos para la misma mutacion, c.2862del,
p.Ser955Alafs*4 (145,146), presentando unos niveles de FV del 46%, sin sintomatologia clinica apreciable

(144).
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La estrategia utilizada en este trabajo para el establecimiento de protocolos de terapia génica fue la edicion

génica mediante la herramienta CRISPR/Cas9, basandonos en la correccion de las mutaciones patologicas.

Primeramente se desarrolld un modelo in vitro de la mutacidn de la paciente en la linea celular humana HepG2,

linea que produce FV de manera constitutiva (147).

En cuanto a la mutacién a modelizar, se optd por la mutacién Trp1093*, proveniente del padre de la paciente
A, ya que esta mutacion esta mas alejada de dominios funcionales conocidos de la proteina FV, mientras que
la otra mutacion, proveniente de la madre, estd muy préxima al dominio de unién a trombina, por lo que se
podria aumentar el riesgo de que la edicion con CRISPR afectara a ese dominio, obteniendo una disfuncion de
la proteina aun habiéndose corregido la mutacion. Ademas, como se observa en las pruebas coagulométricas
del padre, la mutacién Trp1093*, en heterocigosis, hace que los niveles de FV disminuyan hasta un 21%,
dando lugar a un fenotipo leve de la enfermedad. Por este motivo, si se corrige esa mutacion, se espera que los
niveles aumenten al menos hasta el 50%, con lo que la paciente podria pasar de un fenotipo grave o severo a

uno leve asintomatico.

La estrategia de edicion adoptada con CRISPR, estd basada en la correccion de mutaciones a través de la
microdelecién de un pequefio fragmento de DNA, acotado por dos guias del sistema CRISPR. El corte de estas
dos guias dirige, en mayor medida, la reparacién no homdloga de la célula (NHEJ) y al delecionar un pequefio
fragmento de DNA la célula tiende a reparar esta delecién uniendo los extremos resultantes en mayor
proporcion que la de producir inserciones o deleciones (indel) aleatorias, muy comunes en este tipo de
reparacion. Esta estrategia se denomina por otros autores como “Non Homologous End Joining — Precision
Deletion” (NHEJ-PD) (148,149). Este sistema es muy efectivo en comparacion con el uso exclusivo de una
sola guia, con la cual se aumentaria el nimero de indels y no se podria controlar la delecién que se produciria

en el DNA.

Con este sistema de editado mediante microdelecion con alta fidelidad y efectividad, se puede controlar la

secuencia resultante, eliminando la mutacion y modificando el marco de lectura del gen para que este se
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exprese integramente de forma nativa. Este método de edicion mediante la reparacién NHEJ tiene varias
ventajas, entre ellas, un menor coste del sistema, es aplicable a cualquier tipo celular y estadio en el que se
encuentren y no se precisa introducir una plantilla de DNA exogeno. Ademas, la eficacia de editado o
corte/ligamiento es més alta que en la edicion génica basada en la reparacion homoéloga (HDR), mas adecuada
para editar mutaciones puntuales, pero mucho mas complicada de realizar, y, hasta la fecha, con muy poca
eficacia (150-152). Con la reparacion basada en microdeleciones podriamos correr el riesgo de eliminar una
pequefia secuencia, que aunque aparentemente no contenga un dominio funcional, si tenga funcion estructural

o de plegamiento de la proteina, pudiendo afectar a su actividad (153).

Los elementos de CRISPR se introdujeron en las células en cultivo en formato ribonucleoproteina (RNP)
debido a sus ventajas respecto al formato plasmido. Estas ventajas se traducen en conllevar un menor tiempo
de preparacion previo a la aplicacion en el cultivo celular; la edicion del DNA se lleva a cabo de forma mas
rapida, debido a que no necesita un proceso de transcripcién y traduccion como en el caso del plasmido; se
reduce el riesgo de “Off-targets” o ediciones inespecificas, debido a que la vida media de estas RNP es mucho
menor que los plasmidos, que pueden expresarse durante mas tiempo; es un formato con mayor eficiencia de

editado, poco toxico para la célula y de facil integracion al ndcleo por su menor tamafio (154-159).

Con este formato se reduce la variabilidad de los resultados, debido a que en el caso de los plasmidos no se
controla facilmente el nimero de guias RNA y Cas9 que se producen (160), y ademas, se reduce el riesgo de
una posible integracion en el genoma de la célula a editar, al contrario de lo que puede ocurrir con los plasmidos
(161). Debido al menor tiempo de fabricacion y menor tecnologia empleada para ello, resulta ser un formato
mas econdmico que los plasmidos. Aun con estas ventajas, la seleccion de clones editados es mucho mas
laboriosa y se precisa de mas tiempo, a través de formacion de colonias por dilucién limitante y caracterizacion
de cada colonia formada (162). En el formato plasmido, la seleccion de clones es mas rapida y sencilla si
introducimos en el plasmido un marcaje fluorescente (proteina verde fluorescente o similar) y realizamos una

seleccion celular mediante la técnica de seleccion por fluorescencia y citometria de flujo.
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En cuanto al método de internalizacién de las RNPs en el nacleo de la célula, se opt6 por la nucleofeccién.
Este método se basa en la aplicacion de corrientes eléctricas al cultivo celular, creando nanoporos, tanto en la
membrana citoplasméatica como en la membrana nuclear, facilitando asi que las RNPs lleguen al DNA en el

nacleo (163-165).

Respecto a la edicién de la linea HepG2-WT para obtener el modelo KO de FV con la misma mutacion que la
paciente, se puede observar que las guias utilizadas (guia 5 KO y guia 1 KO), tienen una eficacia cercana al
60% de edicidn precisa. Esto se traduce en la obtencion de un cultivo en el cual el 60% de sus células (o alelos)
han delecionado en 35 pares de bases, modificando el marco de lectura del gen y apareciendo un codon stop
prematuro en la posicion aminoacidica 1089 (a tan solo 4 aminoacidos respecto a la mutacion de la paciente
en estudio). Asi, el modelo celular obtenido presenta una mutacion en una posicién muy cercana a la de la

paciente.

El desarrollo de un tratamiento efectivo consistiria en la eliminacion o reversion de una mutacién patolégica.
Para verificar esta hipotesis, la mutacion patoldgica introducida en la linea HepG2-KO, se tratd de revertir
corrigiendo el marco de lectura del gen F5 empleando dos guias, la guia 4 TTO y la guia 2 TTO, obteniendo
una linea celular nuevamente editada, denominada “HepG2 Tratamiento” (HepG2-TTO). Con esta pareja de
guias se obtuvo una eficacia de editado preciso corte/ligamiento de entorno al 41%, es decir que en el 41% de
las células o de los alelos se habria producido una microdelecion de 49 pares de bases. Esto supone una nueva
modificacion del marco de lectura del gen (reversion de la mutacion), produciendo un restablecimiento del

marco de lectura original.

En este caso, la restauracion del marco de lectura nativo del gen en el 41% de las células, extrapolando a un
caso clinico puramente hipotético, supondria una reversion de la enfermedad, pasando de la forma mas severa

a una forma leve asintomatica de este déficit de FV (57,56).

Una vez realizada la edicidn en la linea HepG2-WT para obtener el modelo KO (HepG2-KO), la seleccién de

clones KOy la nueva edicion para restaurar el gen F5 dando lugar a la linea HepG2-TTO, se realizaron diversos
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ensayos para caracterizar las distintas lineas celulares resultantes de la edicion y compararlas con la linea

nativa, con el fin de comprobar si la edicion del DNA del gen F5 afectaba a alguna otra caracteristica celular.

En los estudios de viabilidad y proliferacion celulares no se obtuvieron diferencias significativas en
proliferacion celular en las tres lineas celulares durante una semana de cultivo. Esto es indicativo de que los
procesos de edicion génica tanto para inducir una mutacién como para revertirla, no tienen un efecto sobre el

ciclo celular, su viabilidad y proliferacion.

En cuanto a la presencia o ausencia de antigenos marcadores de membrana celular, evaluados por citometria
de flujo, y la morfologia celular, no se observaron diferencias entre las lineas celulares editadas (KO y TTO)
y la linea nativa (WT). Esto indica que el proceso de edicidn génica no parece afectar a otros genes relacionados
con la biogénesis de estas proteinas antigénicas marcadoras de membrana, ni tampoco a aquellos implicados

en la morfologia poligonal de las células.

Respecto a los ensayos de inmunofluorescencia, el uso de anticuerpos primarios policlonales, por la no
disponibilidad en el mercado de anticuerpos monoclonales efectivos para una region especifica de la proteina
FV, permitié determinar la presencia de regiones del FV en las tres lineas HepG2 (WT, KO y TTO), mediante
sefial fluorescente en el citoplasma de las células. Con esta técnica no se pudo demostrar la integridad proteica,
pudiéndose encontrar esta proteina escindida / truncada como consecuencia de la edicion con la herramienta
CRISPR en la linea HepG2-KO. Este resultado podria indicar que, intracelularmente, en las tres lineas HepG2
hay presencia de partes de la proteina FV, aunque no se distingue si en el caso de la linea HepG2-KO es
completa o0 no, ya que, segun los resultados de secuenciacién del DNA solo estaria presente la cadena pesada
de la proteina, debido a la aparicion de un codon “stop” prematuro que detendria la traduccion. Esto sugiere
que esta cadena pesada seria estable intracelularmente y no se degradaria aun no formando un FV completo.
Con lo que esta técnica, segun los protocolos utilizados, tampoco seria valida para la deteccion diferencial de

presencia de FV, asi como de su integridad estructural en el interior celular.
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El estudio de ELISA permitio detectar la proteina en muestras de secretoma celular, siendo posible determinar
la ausencia de esta proteina en el caso de los controles negativos. En cuanto a la concentracion de FV en las
diferentes lineas HepG2 evaluadas, no se observaron diferencias significativas entre ellas. Esto, que a priori,
podria significar que no ha habido edicién génica, debido a que detectamos presencia de la proteina FV en la
supuesta linea celular HepG2-KO, se podria explicar de igual manera que en el caso de la inmunofluorescencia,
ya que los anticuerpos del kit de ELISA son policlonales para la totalidad de la proteina y no monoclonales
para la region escindida de la misma. Esto podria significar que, en el caso de la linea KO a pesar de la edicion,
la proteina continda sintetizandose parcialmente y esta presente en el secretoma de manera estable, aunque no
sea una proteina funcional. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo de
inmunofluorescencia, lo que refuerza la hipotesis de que la linea HepG2-KO produce de forma parcial FV
(cadena pesada) y que este fragmento es estable tanto intracelular como extracelularmente. El hecho de
emplear anticuerpos policlonales, ante la no disponibilidad de anticuerpos monoclonales especificos y
efectivos, hace que estos se unan a la region de la proteina que si se sintetiza y la detecte en estas muestras,

tanto por ensayos de inmunofluorescencia como por ELISA (Figura 27).
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Figura 27. Aproximacion hipotética de la sintesis de FV por parte de las
distintas lineas HepG2 y la unién de los anticuerpos policlonales de la
inmunofluorescencia y del ELISA, segun los resultados obtenidos. FV WT:
Factor V nativo (linea HepG2-WT); FV KO: Factor V escindido (linea
HepG2-KO); FV TTO: Factor V restablecido (linea HepG2-TTO).

El ensayo de coagulometria fue determinante para los resultados y conclusiones finales obtenidas en este

trabajo, ya que permite evaluar la presencia o ausencia de proteina FV en las muestras analizadas, ademas de
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su funcionalidad procoagulante. Segun los resultados obtenidos del analisis del secretoma celular concentrado,
se determind que la linea celular HepG2-WT presenta unos niveles aproximados del 108% de FV, ya que se
trata de una linea celular productora de FV de forma constitutiva (147). En los controles negativos, no se
detectd FV ni por ELISA ni por estudios de expresion del gen por RT-PCR. Sin embargo, en los estudios de
coagulometria estas células dieron trazas de funcionalidad coagulativa que podria deberse a los diferentes
componentes que contiene el medio de cultivo (secretoma) y que pudieran interferir en la medida de FV por

un método coagulométrico.

En el ensayo de coagulometria se encontraron diferencias altamente significativas entre la linea HepG2-WT y
la linea HepG2-KO. Los tres clones analizados de la linea HepG2-KO no mostraron diferencias significativas
(p-valor = 0,23) respecto a los controles negativos en cuanto a la funcionalidad de FV. Este resultado apoyaria
la hipotesis de que esta linea celular es capaz de producir una parte de la proteina, dado que se detectd por
inmunofluorescencia y ELISA, pero ésta no es funcional. Estos resultados son evidencia de que la edicién
génica fue efectiva en la produccion de un modelo celular con la mutacion de la paciente. Este modelo abre un
gran abanico de posibilidades de estudios, in vitro, para distintas aproximaciones de protocolos de terapia

génica para la correccion de este gen.

La alta significacion de funcionalidad de FV en la linea HepG2-TTO con respecto a la linea KO (p-valor =
0,0012), demuestra sin lugar a duda la alta eficacia de la edicion génica en la eliminacién y reversion de la
mutacion y en el restablecimiento del marco de lectura del gen, que hace la obtencion de una proteina FV
funcional. Esta idea esta reforzada por el hecho de que el incremento en el porcentaje de funcionalidad de FV
(AFV TTO-KO), medido por coagulometria, entre las lineas TTO y KO (correspondiente a un 40,2%) fue muy
similar al porcentaje de edicion génica o eliminacion de la edicion mediante la aplicacion de las guias TTO,
que se situd en torno a un 41%. Esto significa que las células de la linea TTO produjeron un 40,2% mas de FV
funcional que las de la linea KO, en concordancia con la eficacia de editado preciso y eliminacion de la
mutacion de la linea KO que fue de aproximadamente un 41%, segun la secuenciacion del gen. Esto hace

pensar que todas las células editadas producen, nuevamente, un FV funcional, sugiriendo que esta estrategia
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de edicion génica es altamente efectiva en la produccion de proteinas funcionales a partir de genes mutados.
Si extrapolaramos de manera hipotética estos datos al caso clinico, el fenotipo de la paciente pasaria de ser

severo (< 1% FV) a un fenotipo leve asintomatico (> 10% FV) (56,57).

Estos protocolos de edicidn génica, ademas, no comprometen la integridad y/o funcionalidad fisioldgica de la
célula editada, ya que no se encuentran alterados los pardmetros evaluados entre una linea nativa y la editada.
También es predecible por esta razén que este tipo de protocolos de edicion puedan extrapolarse a estudios

preclinicos en un modelo animal.

Aun asi, los estudios de bioseguridad se hacen siempre necesarios, en concreto con este tipo de metodologia,
mediante el estudio de los llamados “Off-targets” (166). Estos son posibles ediciones inespecificas (debido a

la similitud de secuencia) de las guias TTO aplicadas para eliminar la mutacion causante del déficit de FV.

Estos procedimientos, en base a los resultados de determinacion de “Off-targets”, demuestran una alta
bioseguridad, ya que las guias utilizadas para eliminar la mutacion causante del déficit de FV, y por tanto de
restablecer la funcionalidad de la proteina en un porcentaje de aproximadamente un 41%, son especificas para
la secuencia génica del gen de F5 estudiada y no producen modificaciones en otras partes del genoma o al
menos en las secuencias mas semejantes estudiadas en los cultivos celulares in vitro. Las guias utilizadas son
seguras y especificas frente a la region disefiada, no produciendo efectos adversos derivados de posibles

mutaciones inducidas en otros genes o regiones génicas.
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7. CONCLUSIONES
1. Se ha observado una alta heterogeneidad mutacional en el gen F5, marcada por un alto factor de

consanguinidad y una clara segregacion familiar.

2. La mutacion ¢.3279G>A, p.Trp1093* encontrada en la paciente A, se trata de una nueva mutacion, atin no

descrita anteriormente, que da lugar a una proteina no funcional y a una deficiencia congénita de factor V.

3. Tanto la mutacién ¢.3279G>A, p.Trp1093* como la tecnologia CRISPR/Cas9 desarrollada para tratar esta
coagulopatia derivada de esta mutacion, se han protegido mediante patente espafiola con cobertura

internacional.

4. Las terapias avanzadas, en concreto la terapia génica basada en CRISPR, se alza como una alternativa real,
eficiente y segura para su aplicacion, en un “futuro cercano”, en enfermedades genéticas sin un tratamiento

especifico y curativo, haciendo realidad de manera muy veraz el ansiado término de “medicina personalizada”.

5. La herramienta CRISPR nos permite desarrollar, con cierta facilidad, casi cualquier modelo de enfermedad,
permitiéndonos estudiar la etiopatogénesis y el efecto clinico e impulsando, en gran medida, el desarrollo de

nuevos tratamientos farmacolégicos especificos y eficaces.

6. Se ha desarrollado un modelo celular “knockout” deficiente en factor V, simulando de manera muy precisa
la mutacion de la paciente en estudio, en la linea HepG2, mediante edicién génica con la herramienta CRISPR
y la estrategia de “delecion precisa por uniéon de extremos no homologos”. En este modelo de delecion se
sintetiza parcialmente factor V y no es funcional en ensayos coagulométricos, de igual modo que ocurre en la

paciente.

7. Se ha establecido un procedimiento de correccion, basado en edicion génica con CRISPR, para eliminar y
revertir la mutacion patoldgica, lo que hace restablecer la sintesis de factor V funcional con una eficacia del
41%. Este dato extrapolado a la clinica, en condiciones ideales hipotéticas, supondria casi la total reversion de

los sintomas clinicos en los pacientes.
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