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ABE
ACL
BAL
Bt
CAR
CAR-T

CBE
CCR
CRISPR

CRISPRa
CRISPRi
crRNA
CvC

dCas9
DNA
DSB

ABREVIACIONS

reemplagar, reduir, refinar

adenine base editor (editor de la base adenina)
amaurosi congenita de Leber

bacteris de acid lactic

Bacillus thuringiensis

chimeric antigen receptor (receptor d'antigen quimeric)

chimeric antigen receptor T-cell (receptor d’antigen quimeric de
cel-lules T)

cytosine base editor (editor de la base citosina)
cancer colorectal

clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (repeticions palindromiques curtes agrupades i
regularment interespaiades)

CRISPR activation (activacié de CRISPR)
CRISPR interference (interferéncia de CRISPR)
CRISPR RNA (CRISPR RNA)

California, Viena, Charpentier (una de les agrupacions de
recerca que han patentat un métode per a la CRISPR-Cas9)

dead Cas9 (Cas9 mort)
desoxyribonucleic acid (acid desoxiribonucleic)

double-strand break (tall de doble cadena)



EFSA

EMA

ESC
FAO

FBN1
FDA

FIV
GFP
GGE
GRAS

gRNA
HDR
hESC
hPSC
HTS
IAEA

iPSC
NERRI

NGG
NHE]J
NPBT

OMG

European Food Safety Authority (Autoritat Europea de
Seguretat Alimentaria)

European Medicines Agency (Agencia Europea de
Medicaments)

embryonic stem cell (cél-lula mare embrionaria)

Food and Agriculture Organization of the United Nations
(Organitzaci6 de les Nacions Unides per a Alimentaci6 i
PAgricultura)

fibril-lina 1

US Food and Drug Administration (Administracié d’Aliments i
Farmacs dels Estats Units)

fecundacié in vitro
green fluorescent protein (proteina de fluorescéncia verda)
germline genome editing (edicié genomica en la linia germinal)

generally recognized as safe (reconegut/uda generalment com a
segur/a)

guide RNA (RNA guia)

homology directed repair (recombinacié dirigida per homologia)
human embryonic stem cell (cél-lula mare embrionaria humana)
human pluripotent stem cell (cél-lula mare pluripotent humana)

high-throughput screening (cribratge d’alt rendiment)

International Atomic Energy Agency (Agencia Internacional de
IEnergia Atomica)

induced pluripotent stem cell (cél-lula mare pluripotent induida)

Neuro-enhancement; Responsible Research and Innovation
(Neuromillora: Recerca i Innovacié Responsable)

nucleobase, guanina, guanina
non-homologous end joining (recombinacié no homologa)

new plant breeding techniques (noves tecniques de millora
genetica de plantes)

organisme modificat geneticament
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PAM protospacer adjacent motif (motiu adjacent al protoespaiador)

PDO patient-derived organoid (organoide derivat de pacient)

PERV porcine endogenous retrovirus (retrovirus endogen del porc)
PHA polihidroxialcanoat

PLX vemurafenib

PRRSV porcine reproductive and respiratoy syndrome virus (virus de la

sindrome reproductiva i respiratoria porcina)

RNA ribonucleic acid (acid ribonucleic)

SDN site-directed nuclease (nucleasa dirigida)

sgRNA single guide ribonucleic acid (acid ribonucleic guia simple)

SSN site-specific nuclease (nucleasa especifica del lloc)

TALE transcription activator-like effector (efector similar a un activador

de transcripcio)

TALEN transcription activator-like effector nuclease (nucleasa efectora
similar a un activador de transcripcio)

TE transposable element (transposo)

tracrRNA trans-activating CRISPR RNA (CRISPR RNA transactivador)

VIH virus dimmunodeficiéncia humana

ZFN zinc-finger nuclease (nucleasa de dits de zinc)
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PREAMBUL

Des dels inicis de la biologia molecular, les noves tecniques que aquesta
ciéncia ha anat introduint han causat preocupacié i debats étics sobre
les possibles alteracions que poguessin produir en el DNA huma. En son
exemples els enzims de restriccié que donaren pas a les técniques d’enginyeria
genética en els anys setanta del segle passat, la produccié d’animals i vegetals
recombinants durant els anys vuitanta, les terapies amb vectors virals en els
noranta i, darrerament, les noves técniques d’edicié genomica. Isaac Asimov,
en el seu llibre The beginning and the end (1978), va escriure: «Lavang de
I'enginyeria genética fa que sigui concebible que aviat comencem a dissenyar el
nostre propi progrés evolutiu.» Fa gairebé quaranta anys, I'enorme perspectiva
de l'edici6 de gens humans no era més que una utopia, pero avui s’ha convertit
en la técnica més prometedora i controvertida de la biologia moderna.

Ledicié genomica ha obert perspectives impensables fa poc temps. Aixo
ha estat possible gracies al descobriment de Francisco Mojica, I'any 1993, del
sistema CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats,
«repeticions palindromiques curtes agrupades i regularment interespaiades»)
que els procariotes han desenvolupat com un efica¢ sistema de defensa per
lluitar contra virus invasors. Posteriorment, d’altres investigadors varen
descriure els components del sistema CRISPR que permeteren posar a punt
la metodologia per editar gens eucariotes i tota la revolucié tecnologica que
ha vingut després. L'tis del sistema CRISPR com a meétode d’edici6é genomica,
associat a la proteina Cas9, es va descriure 'any 2012, i es va convertir en
I'eina d’enginyeria genética més versatil creada en la historia recent de la
biologia molecular. Aquesta metodologia permet eliminar, activar, inactivar,
fins i tot corregir qualsevol gen, cosa que dona lloc a diverses aplicacions tant
en recerca basica com en agricultura, ramaderia i biomedicina. S'obre aixi la
possibilitat de desenvolupar tractaments dirigits a malalties genetiques que
actualment no tenen terapies eficaces. Aquesta capacitat d’aquest sistema per
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editar genomes de diferents especies, amb una facilitat sense precedents, ha
generat una gran discussi6 en la comunitat cientifica i un important debat etic i
moral en la societat sobre les seves possibles aplicacions i conseqiiéncies.

El sistema CRISPR es pot adaptar per editar qualsevol seqiiencia de DNA.
Aquesta revoluci6 tecnologica ja és una realitat en molts laboratoris de
biologia, i en les dues disciplines relacionades: biomedicina i biotecnologia.
També comenca a ser una realitat en aplicacions que afecten plantes, animals,
fongs i bacteris, fonamentalment les destinades a alimentacié per millorar la
produccid, la salut o 'adaptacié al medi ambient. I aviat esperem que també ho
sera als hospitals, per tractar les mutacions puntuals de gens que provoquen
alguna de les deu mil malalties monogeniques congenites, una vegada
aconseguim entendre i controlar com funcionen els sistemes de reparacio del
DNA, essencials per completar el procés d’edicid.

Lany 2015 es va concedir el Premio Princesa de Asturias de Investigacion
Cientifica y Técnica a les investigadores Emmanuelle Charpentier i Jennifer
Doudna pels avengos cientifics que havien conduit al desenvolupament d’una
tecnologia que permet modificar gens, amb gran precisio i senzillesa, en tota
classe de cellules, la qual cosa possibilita canvis que signifiquen una veritable
edicié del genoma. Malauradament, el jurat es va oblidar del treball original
d’en Francisco Mojica. Posteriorment, s"han donat d’altres premis importants
als investigadors que han liderat aquestes noves metodologies, aconseguint
finalment, Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna, el premi Nobel
de Quimica de I'any 2020 pel desenvolupament d’aquest metode d’edicié
genomica, basat en el sistema de defensa dels procariotes CRISPR.

En aquests moments, usant aquesta técnica, sestan fent assajos clinics
per tractar una amplia varietat de malalties. Tot i que existeix un important
suport social per a les aplicacions terapéutiques, hi ha preocupacié sobre
les consideracions etiques (morals) i de seguretat de la tecnica, sobretot en
les aplicacions de CRISPR en l'edicié del genoma de cél-lules germinals. Cal
destacar que aquestes discussions van comencar durant la reunié de Napa
Valley (2015) quan el grup lider de cientifics que treballaven amb CRISPR-Cas9
es varen reunir per examinar els aspectes legals i étics d’aquesta metodologia.
A partir d’aquesta reunid, hi ha hagut deliberacions més extenses a diferents
paisos. Lobjectiu d’aquestes reunions ha estat examinar quan, on i com
aquesta tecnologia podria aplicar-se en humans.

Des de la Seccié de Ciencies Biologiques varem creure oportu revisar aquest
tema durant el curs academic 2019-2020 per tal de poder oferir recomanacions
basiques que haurien de servir en les possibles aplicacions d’aquestes técniques.
Aixi, hem desenvolupat seminaris amb la preséncia dels investigadors que
sobresurten en aquestes metodologies i hem tractat els temes més generals
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sobre edicié genomica, 'edicié en cel-lules somatiques i cél-lules mare, I'edicié
genomica en plantes, animals i humans, les aplicacions en terapia humana,
'edicié genomica germinal i en embrions, i els aspectes etics, economics i
socials de l'edici6 genomica.

Hi ha precedents contrastats de I'acceptacié social de la modificacié del
DNA de cellules somatiques per tal d’aconseguir un benefici medic definit,
amb una relacié benefici/risc favorable. Com a exemples, podem trobar els
trasplantaments d’organs solids d’altres individus o la substitucié de cél-lules de
medulla ossia de donants. També, les diferents variants metodologiques de la
terapia geénica per tractar trastorns greus. En aquests casos s"han desenvolupat
politiques reguladores per garantir que aquests procediments es duguin a terme
d’acord amb valors etics i socials, amb variacions especifiques de cada pais per
adaptar-se als diferents aspectes culturals i religiosos. En canvi, no s’ha trobat
el consens social necessari per a I’us d’aquestes tecniques per modificar la
linia germinal, un procés controvertit perqué crea un canvi permanent en
el genoma que es pot transmetre durant generacions. Hi ha paisos que ho
prohibeixen i d’altres que posen barreres a la utilitzacié d’embrions en
diferents periodes de desenvolupament. Per exemple, vint-i-nou paisos han
signat i ratificat la Convencié d’Oviedo (https://www.coe.int/en/web/bioethics/
oviedo-convention), que prohibeix especificament ledicié del genoma
heretable. Els Instituts Nacionals de Salut (NIH) dels EUA varen decidir el
2015 que no finangarien 1'ds de tecnologies d’edicié de gens en embrions
humans, defensant que alterar la linia germinal humana és un pas que no
s’hauria de creuar. Tot i aix0, el primer informe sobre la modificacié del DNA
de dos embrions humans mitjancant la técnica CRISPR-Cas9 de cientifics
xinesos el 2015 va ser un toc d’atencié per a la comunitat cientifica que, poc
després, varen promoure una cimera de I’Académia Xinesa de Ciéncies, la
Royal Society i les Academies Nacionals de Ciencies dels Estats Units, a més
d’investigadors d’altres paisos. La reuni6é va culminar amb una declaracié
conjunta que inclofa la segiient declaracio: «Seria irresponsable procedir amb
qualsevol us clinic de I’edici6 de linies germinals fins que no hi hagi seguretat
i eficacia garantides.» La declaracié també va posar de manifest la necessitat
d’una normativa i supervisié adequada. Tot i aixo, I'any 2018, He Jiankui,
cientific xines, va modificar el gen CCR5, necessari per a la invasi6 del VIH,
en el genoma de dues nenes bessones que van néixer amb genomes editats.
Aquesta conducta, penada amb multa i presd, es va considerar equivocada,
prematura, innecessaria i en gran mesura inutil.

Si volem avangar en qualsevol camp cientific, necessitem nous metodes,
com deia Sydney Brenner, «el progrés, en ciencia, depén de les noves
técniques, els nous descobriments i les noves idees, probablement en aquest
ordre». La presa de decisions morals i étiques hauria d’evolucionar a mesura
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que avanga la ciencia i considerem que seria raonable que les legislacions
nacionals i supranacionals consideressin la regulacié d’aquestes tecniques basada
en l'evidencia de les aplicacions CRISPR per a la millora de la salut i el progrés de
les persones.

RAMON BARTRONS

JAUME BERTRANPETIT
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SUMARI EXECUTIU

Les tecniques d’edicié genomica permeten modificar el genoma i, aixi, les
caracteristiques dels éssers vius amb una precisié que resultava impensable
fa uns anys. Cada cop es descriuen més aplicacions innovadores d’aquestes
técniques en recerca biomeédica, alhora que sutilitzen amb més freqtiéncia
per desenvolupar nous productes industrials i tractaments medics que no
serien viables d’una altra manera. A més, I'impacte de les tecniques d’edicié
genomica s’ha distribuit a través de tots els dominis de les ciencies de la vida,
des de bacteris a humans. Les aplicacions de I'enginyeria genomica tenen tant
potencial transformador que resulta necessari comentar els beneficis i riscos del
seu us i plantejar les implicacions socials i étiques que se’n deriven.

En I'ambit molecular, les técniques d’edicié genomica més utilitzades
consisteixen en nucleases (proteines amb funcié enzimatica) que reconeixen
una seqiiencia genomica concreta i la tallen en un punt especific, la qual cosa
provoca el trencament de la doble cadena de DNA genomic. En resposta al tall,
els mecanismes de reparacié de DNA propis de la céllula s’activen per tornar
a unir les cadenes i mantenir la integritat del genoma, pero en fer-ho pot ser
que introdueixin mutacions o, fins i tot, seqliéncies d’interés just en el punt
de tall. Hi ha diverses nucleases dirigides (com les ZFN o les TALEN), pero
és la descripcio del sistema CRISPR-Cas9 com a tecnica dedicié genomica,
I'any 2012, el que inicia el creixement exponencial de la popularitat d’aquestes
tecniques. A diferéncia de les técniques anteriors, el sistema CRISPR-Cas9 es
pot utilitzar per editar gairebé qualsevol regié genomica a baix cost i permet
alterar un nombre elevat de regions genomiques alhora.

Aquests avantatges tecnics han facilitat 'adopcié del sistema CRISPR-
Cas9 com una eina potent per a la investigacié biomedica. La possibilitat de
programar CRISPR-Cas9 per alterar 'expressio de milers de gens s’ha aprofitat
per identificar quins son els responsables de certs fenotips i malalties o,
simplement, inactivar o modificar I'expressié d’un gen especific. Similarment,
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l'aplicaci6 de les técniques d’edicié genomica en céllules mare humanes (bé
siguin embrionaries, pluripotents induides o en forma d’organoides) d’individus
concrets ha donat lloc a models de malalties que s’utilitzen per descobrir nous
farmacs i provar tractaments de medicina personalitzada. A més, I'edicié en
embrions ha millorat la comprensié del desenvolupament huma i de la plasticitat
cellular, cosa que ha facilitat avengos en el camp de la medicina regenerativa.

Els usos de les técniques d’edicié genomica no es limiten a la recerca, sind
que també tenen un alt valor en la millora de processos industrials desenvolupats
per microorganismes. A través de l'activacié o la repressié de diversos gens, les
tecniques d’edicié permeten alterar de manera significativa el metabolisme dels
microorganismes. Per tant, es pot redirigir el flux de nutrients a fi d’obtenir un
millor rendiment de productes o, fins i tot, produir nous metabolits d’interes.
Aquesta aproximacio s’ha utilitzat en Escherichia coli, altres bacteris rellevants
industrialment, fongs i microalgues per tal de produir compostos bioactius
complexos, fitoquimics i biofuels, entre d’altres, incloent-hi medicaments d’alt
interes.

L'impacte en el sector alimentari també és especialment rellevant, ja que
les técniques d’edicié genomica com CRISPR-Cas9 faciliten la concepcid
de plantes i animals modificats geneticament. En el cas de les plantes, les
técniques d’edicid acceleren l'obtenci6 de varietats vegetals d’interes gracies a
la capacitat de dirigir les edicions, la qual cosa evita el procés més llarg i tedios
de la mutagénesi aleatoria induida i seleccié de les varietats amb el fenotip
d’interes. La majoria de les modificacions sén per millorar la tolerancia a
estressos abiotics (e. g, sequera) o biotics (e. g, plagues d’insectes), el rendiment
d’as de nutrients o les propietats nutricionals de la planta. Tot i aixo, el cultiu
de plantes modificades genéticament per a us alimentari esta limitat per les
regulacions i la percepcié que en té cada pais. La regulacié permissiva dels
Estats Units, per exemple, contrasta amb l'europea, que és especialment
estricta en 1'us de técniques d’edicié genomica. Aixi mateix, Espanya destaca
per 'alt nombre de cultius transgenics conreats en comparacié amb els altres
estats europeus, on l'adopcid és practicament nulla.

Pel que fa als animals, de moment alguns paisos han aprovat I'ts alimentari
d’un salmé modificat per accelerar el seu creixement sense alterar la mida final,
i és previsible que en els anys vinents es facin propostes que alterin les propietats
nutricionals de diversos animals. Més enlla de"us alimentari, les tecniques d’edicié
genomica s'utilitzen en organismes model en genetica (Caenorhabditis elegans,
Drosophila, peix zebra i ratoli) per estudiar el desenvolupament i crear models de
malalties. A més, hi ha algunes aplicacions en animals amb molt potencial i que
plantegen debats etics, com la millora dels xenotrasplantaments, la desextincié
d’especies i 'impuls geneétic (necessari per a la disseminacio de les noves variants),
sense oblidar I'us que se’n pot derivar per raons ladiques o estétiques.
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Un altre ambit d’interes és utilitzar les técniques d’edicié genomica per curar
malalties, i és que, de fet, 'aplicaci6 terapeutica d’aquestes técniques en humans
és una realitat imminent. Els primers assajos clinics son majoritariament de
terapies ex vivo, en qué sediten cellules fora del cos per produir un factor
terapeutic i trasplantar-les al mateix pacient, o de terapies in vivo de teixits de
facil accés com la retina de l'ull. Aixi, s'esta estudiant utilitzar aquestes técniques
per tractar malalties de la sang com 'anemia falciforme i la -talassemia, per
millorar els limfocits T que eliminen cél-lules canceroses i per tractar malalties
genetiques que afecten els ulls (amaurosi de Leber), entre d’altres. Fins que no hi
hagi una millora en els sistemes de lliurament dels enzims d’edici6 de DNA a les
cellules a editar, és previsible que la terapia somatica es limiti a aquests casos o
bé en altres semblants.

Ledicié de la linia germinal humana desperta molt interés perque, a
diferencia de l'edicié somatica que es restringeix a poques cellules, faria
factible 'edicié de la majoria, si no tots, dels teixits afectats per una malaltia.
Si bé resulta interessant des del punt de vista terapeutic, aixo comporta que la
linia germinal de I'individu transmeti les mutacions als descendents, cosa que
multiplicaria els riscos de I'edicié i comprometria I’ética del que es considera
acceptable actualment. Les limitacions técniques actuals impedeixen un us
segur de l'edicié d’embrions amb finalitats reproductives, motiu pel qual esta
prohibida o limitada arreu del mén. Aixo no va impedir, pero, que el novembre
de 2018 sanunciés el naixement a la Xina dels primers nadons modificats
geneticament. La noticia va il-lustrar la complexitat de regular estrictament els
usos de les tecniques d’edicié genomica i la necessitat de debatre obertament les
conseqiiencies d’aquests experiments abans que es duguin a terme. De manera
similar, caldria comengar a estudiar les implicacions socials que podria tenir la
millora de les qualitats humanes amb les tecniques d’edicié genomica, ja que en
alguns casos resulta complex delimitar que és terapia i que és millora.

En definitiva, les aplicacions de les tecniques d’edicié genomica resulten
tan innovadores com esperangadores, de manera que cal seguir atents als
desenvolupaments que vinguin els anys vinents. Els avengos fins al moment
sobrepassen les expectatives que podia haver-hi fa una decada, i ja s’ha arribat
a aplicacions amb fortes implicacions socials i etiques. Es previsible que aquesta
tendencia es mantingui en el futur i és possible que es plantegin qiiestions
que ara som incapacos de preveure. Es primordial que, a 'espera dels canvis
que vindran proximament en aquest camp, no ens mantinguem de bragos
plegats sin6 que cal prendre un paper actiu divulgant aquest coneixement per
estimular un debat plural pero informat. No és altre que aquest I'objectiu del
cicle de conferencies sobre edicié genomica organitzat entre 2019 i 2020 per la
Seccid de Ciencies Biologiques de I'Institut d’Estudis Catalans i que el present
document pretén resumir i posar a disposici6 de la poblaci6 general.
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1. INTRODUCCIO

El genoma és el conjunt complet de DNA d’un organisme, incloent-hi tots
els seus gens i els elements que el regulen. En humans, el genoma té més de
3.000 milions de parells de bases (3 x 10°) de DNA i cada cellula nucleada
del cos en té dues copies (exepte els gametes que en tenen una). La seqiiéncia
de bases de DNA de cada copia del genoma emmagatzema tota la informacié
necessaria per construir i mantenir un organisme. Aixo permet, per exemple,
desenvolupar un organisme pluricel-lular complex a partir d’'una tnica cél-lula
(el zigot) provinent de la unié de dos gametes, cada un amb una sola copia del
genoma.

El genoma és el responsable d'organitzar el comportament cellular, des
de les reaccions metaboliques més simples fins a les vies de senyalitzacid
més complexes. En el cas dels animals i plantes, el genoma també orquestra
la regulaci6 de cada cellula en el context d’un teixit i un organ, tot tenint en
compte els estimuls exteriors. Per dur a terme aquestes funcions, diverses
proteines interaccionen amb el DNA genomic de manera especifica a fi de
regular l'expressié genética o utilitzar la informacidé génica per sintetitzar
proteines. La seqiiéncia de DNA determina en gran part el resultat d’aquestes
interaccions i, en el cas dels gens codificants per proteines, la seqiiencia d’aquesta
proteina obtinguda al final. Per tant, la presencia de mutacions, que sén canvis
en la seqiiencia de DNA, pot afectar el funcionament del genoma i, aixi, diverses
caracteristiques de 'organisme. Un exemple en son les diferencies entre els trets
fisics dels humans, fruit d’un conjunt de petites variacions genétiques. Es calcula
que els humans compartim un 99,9 % de la seqiiencia genomica i que tan sols el
0,1 % restant determina les caracteristiques individuals; aquest 0,1 % representa,
pero, tres milions de nucleotids del conjunt del genoma.

Mentre que la majoria de mutacions no tenen practicament cap efecte en
el funcionament de l'organisme, algunes poden ser lleugerament beneficioses
i d’altres molt perjudicials. Per exemple, una sola mutacié en el gen DMD pot
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provocar el mal funcionament de la proteina distrofina, i causaria aixila distrofia
muscular de Duchenne. Hi ha unes deu mil malalties produides per mutacions
en un sol gen (monogeniques). Sén la causa de malalties com 'albinisme, 'anémia
falciforme, la fibrosi quistica, distrofies musculars o la malaltia de Huntington,
entre daltres. A més, hi ha condicions com la hipertensid, l'arterioesclerosi i
I'esquizofrénia que son el resultat de variants en diversos gens (poligéniques) i
la seva interaccié amb factors externs; son els anomenats caracters complexos,
amb heréncia multifactorial.

Tot i que aquestes malalties solen conduir a associar el terme mutacié a
conseqiiencies negatives, és important entendre que la preséncia de mutacions
aleatories forma part de la dinamica natural dels genomes. Els canvis en els
genomes al llarg de les generacions sén fonamentals per a la vida tal com la
coneixem, ja que tota la diversitat d’espeécies i caracteristiques de cada una tenen
el seu origen en les noves variants produides pels processos de mutacio. Es
calcula que cadascun de nosaltres és portador d’unes seixanta mutacions noves,
trenta per part de cada progenitor. A més, una part significativa del genoma
correspon a fragments de genomes d’altres organismes que s’hi han integrat i
es transmeten al llarg de les generacions. Per tant, tots nosaltres som mutants
i organismes transgenics, i portem una bona quantitat d’informacié genomica
nova que podria arribar a determinar algunes de les nostres caracteristiques
biologiques.

Les técniques d’edicié genomica son les eines que, per primera vegada, ens
permeten alterar la informacié genomica dels organismes de manera precisa. La
introducci6 deliberada de mutacions en regions genomiques concretes permet
estudiar la funcié d’aquestes regions. La combinacié d’aquest coneixement i les
técniques d’edicié genomica obren la porta a modificar les caracteristiques dels
organismes de manera accelerada i en la direccié que ens interessi. En aquest
sol fet rau 'explicaci6 de I'increment exponencial d’aplicacions de les tecniques
d’edici6 genomica arreu dels dominis de les ciencies de la vida.
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2. LES TECNOLOGIES D’EDICIO GENOMICA

Els avengos recents en els metodes d’edicié de gens i genomes han tingut
un gran impacte tant en recerca basica com aplicada. Fa més de seixanta anys
que es coneix la importancia del DNA per als éssers vius, pero son els avengos
en els meétodes d’edicié de gens i genomes els que permeten modificar-lo i
millorar la compressié de la informacié que codifica. En aquesta secci6 es
revisa el desenvolupament de les téecniques d’edicié genomica, comengant
per les primeres tecniques de modificacié de DNA i acabant amb el sistema
CRISPR-Cas9 i les seves variants.

2.1. PRECURSORS DE L’EDICIO GENOMICA AMB CRISPR-Cas9

Les primeres tecniques desenvolupades per inserir nous elements genetics
en posicions especifiques del genoma es basaven en el mecanisme de
recombinacié homologa que té lloc en algunes cél-lules de manera natural. Per
fer-ho, es flanqueja la seqiiencia de DNA d’interés amb la seqiiéncia genomica
del lloc en que s’ha d’integrar i s’insereix a la cellula. Aleshores, sén els
mecanismes de reparacié del DNA propis de la cel-lula els que poden utilitzar
els extrems de la seqiiencia de DNA introduida per realitzar la recombinacio i
integrar la seqiiencia d’interés al genoma. Tot i que aquesta técnica s’ha utilitzat
per crear multiples soques de ratolins, 'eficiencia és relativament baixa.!

Leficiencia d’inserci6 de seqiiéncies exogenes al genoma millora si es provoca
un tall de doble cadena (DSB, de l'anglés double-strand break) just en el punt
d’inserci6. Com a resposta a aquest tall, es repara el DNA danyat per mantenir-ne
la integritat mitjangant mecanismes cellulars de recombinacié homologa (HDR,
de langlés homology directed repair) o recombinacié no homologa (NHE], de
I'angles non-homologous end joining).> En la recombinacié homologa, es repara el
tall a partir d’una seqiiencia de nucleotids homologa als extrems trencats. Sila
seqiiencia utilitzada com a model és la de la cromatide germana, el tall es repara
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i restaura la seqiiéncia original. Ara bé, si s’ha introduit una seqiiéncia exogena
de DNA amb extrems homolegs (com en la técnica descrita anteriorment),
els mecanismes de recombinacié homologa la poden utilitzar com a model.
Aixi, el genoma incorporaria la seqiiéncia exogena just a la regi6 especificada.
Aquest metode permet canviar regions genomiques per una seqiiencia
d’interés de manera precisa. En canvi, en la recombinacié no homologa, es
repara el tall lligant els extrems adjacents al punt de tall sense utilitzar cap
model amb homologia. Per tant, el resultat de reparacié conté insercions
petites o delecions de diverses mides. Les dues vies de reparacio son utils per
editar el genoma, pero els resultats obtinguts difereixen (figura 1). Mentre que
amb la recombinacié homologa es pot inserir una modificacié especifica, amb
la recombinacié no homologa es generen insercions i delecions diverses. Tant
I'una com l'altra poden comprometre el funcionament d’un element genétic,
aixi que les dues vies de reparaci6 son d’interés per a 'edicié genomica.

La possibilitat de provocar talls de doble cadena al DNA es va tornar factible
a partir dels anys noranta del segle passat amb la identificaci6 i caracteritzacid
de les meganucleases. Aquests enzims reconeixen una seqiiéncia de DNA molt
llarga, de fins a quaranta nucleotids, com a punt de tall.’ La llargada del lloc

DSB
DNA v

NHEJ HDR
I O
EEEEN
AN '““ 1NN
e _ EEssa ey [EESTsseesa
il I
INDEL HR

Disrupcio del gen Edicio del gen

'
.
5

FIGURA 1. Mecanismes de reparaci6 dels talls de doble cadena (DSB) al genoma. La reparacié no
homologa (NHE]) genera insercions i delecions (INDEL) que interrompen el gen, mentre que en
la recombinacié homologa es canvia part del gen per una seqiiéncia d’interes. Adaptada de Lluis
Montoliu, 2019.4
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de reconeixement fa que generalment tallin el genoma en un sol punt, fins i
tot en genomes complexos com I’huma. La limitaci6 en la utilitzaci6 de les
meganucleasescomametoded’edicié genomicaésidentificarunameganucleasa
que reconegui com a punt de tall la seqiiencia a editar d’interes. Tot i I'existéncia
de centenars de meganucleases a la natura i metodes que permeten modificar-ne
lestructura per canviar el seu punt de tall, el seu s en edici6 genomica no és gaire
comu per la simplicitat dels metodes alternatius.

Les nucleases dirigides solucionen les limitacions de les meganucleases perque
es poden dissenyar per tal que suneixin a una seqiiéncia especifica de DNA, la
qual cosa permet introduir un punt de doble tall a qualsevol regié genomica
coneguda d’interes. Les nucleases dirigides inclouen les nucleases de dits de zinc
(ZFN, de l'angles zinc-finger nuclease), les nucleases d’activitat similar a activadors
de transcripcié (TALEN, de 'angles transcription activator-like effector nuclease)
(figura 2), i el sistema CRISPR-Cas9.

Les ZFN estan compostes per un domini d’'unié al DNA, format per entre
tres i sis dits de zinc, i un domini de tall de DNA, format pel domini de tall no
especific de la nucleasa Fokl.> Cada dit de zinc reconeix tres nucleotids de DNA
i, per tant, combinant-los es pot dissenyar un punt d’unié de la ZFN unic en el
genoma huma. Aixi, els dits de zinc determinen la uni6 de la ZFN a una seqiiencia
especifica de DNA, la qual cosa dirigeix la nucleasa FokI perque introdueixi un
tall en la doble cadena en un punt concret del genoma.

Les TALEN soén semblants a les ZFN, ja que també combinen proteines que
s'uneixen al DNA per dirigir la nucleasa FokI al punt de tall. En aquest cas, pero,
les proteines d’uni6 al DNA son els efectors similars a activadors de transcripcié
(TALE, de l'anglés transcription activator-like effector) en comptes dels dits de
zinc.® Els TALE reconeixen un sol nucleotid de DNA, mentre que els dits de zinc
en reconeixen tres. Per aixo, el disseny de les TALEN per introduir punts de doble
tall en regions del genoma d’interes és més senzill que el de les ZEN.
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FIGURA 2. Les nucleases dirigides ZFN i TALEN. Tant les ZEN com les TALEN combinen
diversos dominis d’unié al DNA per dirigir les nucleases FokI a una regi6é concreta del genoma
i provocar un tall en la doble cadena. Mentre que en les ZFN els dominis d’'uni6 son dits de zinc
que reconeixen tres nucleotids, en les TALEN els dominis d'uni6 sén TALE que reconeixen un sol
nucleotid. Imatge adaptada de Beumer i Carroll, 2014.7
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Les ZFN i les TALEN s’han utilitzat extensivament en recerca per generar
models de malalties genetiques, tant en cellules mare humanes com en
organismes models,®ienla modificacié del genoma de plantes per desenvolupar
variants amb propietats nutricionals millorades.’ Fins i tot, s’han utilitzat en
diversos estudis clinics. Per exemple, s’han utilitzat per aconseguir la deleci
del receptor CCR5 en cellules T CD4 que podria conferir resistencia al VIH,
I’administracié d’una copia correcta del factor IX per tractar pacients amb
hemofilia B, o per crear limfocits T amb receptors d’antigen quimerics (CAR,
de 'anglés chimeric antigen receptor) per tractar la leucemia limfoide aguda,
entre d’altres.

Tot i aixo, des del primer us descrit del sistema CRISPR per a l'edici6
genomica 'any 2012,'°'* el sistema CRISPR ha guanyat popularitat a un ritme
molt més accelerat que la resta de nucleases dirigides. Mentre que les ZFN
i TALEN es basen en la combinaci6 de diverses proteines per reconeixer el
DNA, el sistema CRISPR utilitza una molécula d’acid ribonucleic (RNA).
Com que és molt més senzill dissenyar un RNA que les proteines que guien
les ZFN o TALEN a una regi6 concreta, el sistema CRISPR és més economic
(un centenar d’euros) i rapid (dies) d’aplicar que la resta de metodes (milers
d’euros i mesos). Es precisament la senzillesa del sistema CRISPR, juntament
amb la seva especificitat, eficiéncia i possibilitat de realitzar moltes edicions
simultanies (multiplexar) el que ha facilitat i popularitzat I’Gs de l'edicié
genomica en recerca basica i en aplicacions com la biotecnologia, I'agricultura
ila terapia genica.

2.2. EL sisTEMA CRISPR-Cas9

Originalment, el sistema CRISPR-Cas es va descobrir com un sistema
procariota d’immunitat adaptativa que confereix resisténcia a elements
genetics forans com plasmidis i virus. Aquest descobriment va ser critic
per reprogramar la tecnica CRISPR-Cas com a eina d’edicié l'any 2012.
Francisco J. M. Mojica va proposar el nom «CRISPR» per descriure una serie
de repeticions palindromiques curtes, agrupades i regularment espaiades
(en angles, clustered regularly interspaced palindromic repeats) que s’havien
descrit el 1987 en bacteris i Mojica va identificar en arqueus el 1993, cosa que
suggeria que la presencia d’una estructura tan similar en microorganismes tan
diferents podria indicar que CRISPR desenvolupava una funcié important per
als procariotes. L'any 2000, Mojica havia identificat CRISPR en vint espécies
de microbis, i dos anys després es descriuria la preséncia de gens associats a
CRISPR (cas, del’angles CRISPR-associated), que es trobaven prop dels CRISPR
i se sospitava que estiguessin relacionats amb la seva funci6. Curiosament, el
nom CRISPR apareix publicat per primera vegada en aquesta darrera obra
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d’autors holandesos, que préviament havien consultat amb Francisco Mojica el
nom més adequat per a aquesta familia de seqliéncies de DNA tan peculiar.’* La
funci6é de CRISPR es va comengar a intuir amb l'observacié per part de Mojica
que les seqtiencies de DNA que formen els espaiadors entre les repeticions
CRISPR sén idéntiques a fragments d’alguns plasmidis i genomes de virus.
Aquesta, va portar-lo a suggerir que els loci CRISPR podrien codificar les
instruccions d’un sistema d’immunitat adaptativa que protegia els microbis
d’infeccions especifiques."

Durant els segiients anys, el treball de multiples autors'**® va confirmar la
funcié de CRISPR com d’immunitat adaptativa que havia proposat Mojica.
Breument, durant la infeccié d’un element genétic com un virus o un plasmidi
de conjugacié, noves seqiiencies identiques a un fragment de l'element
genétic invasor s’insereixen com a espaiadors entre les seqiiencies CRISPR
del genoma de la céllula compromesa (adquisicio). Després, es transcriuen i
processen petits fragments ’RNA CRISPR (crRNA, de I'angles CRISPR RNA)
derivats del conjunt CRISPR i que inclouen la seqiiéncia espaiadora idéntica
aun element genétic invasor (expressio). A continuacid, aquests crRNA formen
un complex amb les proteines Cas. Aixi, el complex ribonucleoproteic crRNA-
Cas es dirigeix a una seqiiéncia complementaria en 'element genétic invasor
i el talla per inactivar-lo (interferencia). Per tant, les seqiiéncies CRISPR
contenen espaiadors que actuen com a memoria d’infeccions passades i que,
com que es troben al genoma, es transmeten entre generacions. Mentre que les
seqiiencies CRISPR tan sols emmagatzemen la informacid, les proteines Cas
son els efectors del sistema, que sencarreguen tant d’emmagatzemar noves
seqliencies d’invasors com d’utilitzar la memoria per reconeixer i tallar acids
nucleics invasors (figura 3).

En aquest estadi, el sistema CRISPR ja es veia com un mecanisme
interessant i sorprenent, pero encara estava lluny d’assolir el nivell d’interes
que té actualment com a tecnica d’edicié genomica. Per adaptar CRISPR com
a técnica d’edicié genomica van caler diversos estudis. Primer, es va veure
que el sistema CRISPR de Streptococcus thermophilus tan sols utilitzava la
proteina enzimatica Cas9 per reconéixer i tallar I’acid nucleic complementari
al crRNA." A més, el tall provocat és rom (sense un extrem sobresortint d'una
de les cadenes del DNA), de doble cadena i sempre a la mateixa posicio, a tres
nucleotids de la seqiiencia del motiu adjacent al protoespaiador PAM (PAM,
de 'angles protospacer adjacent motif). La seqliencia PAM, que s’havia descrit
préviament, és un motiu que es troba al genoma a prop del punt de tall de
les proteines Cas i que és essencial perque aquestes es puguin unir al DNA
i tallar-lo. Diferents proteines Cas reconeixen diferents PAM. Per exemple,
la proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes (la més utilitzada actualment)
reconeix la PAM NGG, on N pot ser qualsevol nucleotid.
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FIGURA 3. CRISPR com a sistema d’immunitat adaptativa. El sistema CRISPR-Cas esta compost
per diversos gens cas (fletxes blaves) que expressen proteines efectores involucrades en les fases
d’adquisicio (), expressio (p) i interferencia (i) del sistema. També esta compost per les seqiiéncies
repetitives CRISPR (diamants negres) separades per espaiadors, la seqiiéncia dels quals és idéntica
a fragments d’elements invasors i s’ha incorporat en el procés d’adquisicid. Els loci CRISPR estan
precedits per un promotor (lider) que permet transcriure i processar els espaiadors i generar el
crRNA. En el procés d’interferéncia, els complexos crRNA-Cas reconeixen i tallen seqiiencies
dels elements genétics invasors complementaries al crRNA. Adaptada de Mojicai Garrett, 2013.

A continuacié, Emmanuelle Charpentier va identificar que Cas9 necessita
tant el crRNA (que conté la seqiiencia complementaria a l'element genetic
a tallar) com un CRISPR RNA transactivador (tracrRNA, de l’anglés
trans-activating CRISPR RNA) per tenir activitat de nucleasa (tallar el DNA). Aixi,
amb tots els elements necessaris per a l’activitat nucleasa de Cas9 caracteritzats,
I'equip format per Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna va demostrar
que el sistema es podia utilitzar per tallar seqiiéncies de DNA in vitro.'® A més,
van simplificar el sistema a tan sols dos elements: la proteina Cas9 i un RNA
guia (sgRNA, de l'angles single guide RNA) que és una fusié del crRNA amb
el tracrRNA (figura 4). Uns mesos després, els equips de Feng Zhang i George
Church van adaptar el sistema CRISPR-Cas9 per realitzar edicions genomiques
en céllules de mamifer i humanes.'>'
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FIGURA 4. Reconeixement del DNA a tallar per 'enzim Cas9 de Streptococcus pyogenes. La
proteina Cas9 s'uneix a una seqiiéncia de DNA complementaria aun RNA. URNA que determina
el punt d’'unié pot ser el duplex crRNA:tracrRNA (esquerra) o una fusié entre els dos anomenada
sgRNA (dreta). La seqiiéncia PAM es troba a la seqiiéncia a tallar i tres nucleotids passat el punt
de tall. Adaptada de Doudna i Charpentier, 2014."

Els treballs de Charpentier, Doudna, Zhang i Church van ser essencials
per convertir el sistema CRISPR-Cas9 en la primera técnica d’edicié
genomica programable amb una molecula d’RNA. A més, el seu mecanisme
de funcionament és senzill: tan sols cal dissenyar un gRNA complementari
al punt on es vol introduir al tall, sintetitzar-lo i introduir-lo a la céllula a
editar juntament amb la proteina Cas9. Aquesta senzillesa, juntament amb la
versatilitat i el baix cost, ha facilitat la rapida adaptacié de Iedicié6 genomica
amb CRISPR-Cas9 a altres organismes i popularitzat el seu us en recerca i
desenvolupament tecnologic.

2.3. DARRERS AVENCOS DERIVATS DEL CRISPR-Cas9

Des de laplicacié del sistema CRISPR-Cas9 com a tecnica d’edici6
genomica, la recerca basica sobre CRISPR esta avangant rapidament per crear
nous sistemes d’edicié genomica derivats de CRISPR. Per una banda, s’ha
utilitzat I'enginyeria de proteines per modificar la proteina Cas9 per millorar
leficiencia d’edici6 o realitzar funcions que no requereixen tallar el DNA,
com regular I'expressié génica. Per I'altra banda, s’ha explorat les propietats
dels sistemes CRISPR d’altres procariotes que difereixen del sistema CRISPR-
Cas9 de S. pyogenes, fet que ha expandit les possibilitats de ’edicié genomica
a editar directament RNA, per exemple.

Molts avencos se centren a millorar especificitat i l'eficiéncia del tall de
DNA de CRISPR-Cas9. Tot i que els vint nucleotids del sgRNA permeten
dirigir Cas9 a un punt concret del genoma, hi ha la possibilitat que CRISPR
talli regions del genoma no desitjades (edicions off-target), sobretot si aquestes
tenen una seqiiencia semblant al punt de tall desitjat. La freqiiéncia d’edicions
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no desitjades s’ha reduit a través d’eines computacionals que milloren
I'eleccié del disseny del gRNA per editar un gen. També s’han utilitzat eines
d’optimitzacié per obtenir variants de Cas9 amb més especificitat.?>?! Un altre
repteenl’tsde Cas9 de S. pyogenes és el requeriment d'una PAM amb seqiiencia
NGG adjacent al punt de tall, que limita les posicions genomiques on es pot
introduir un tall de doble cadena. Per aix0, s’ha creat variacions de Cas9 amb
uns requisits més relaxats per a la seqiiéncia PAM, com ara reconeixer tan
sols la seqiiencia NG en comptes d’NGG amb el fi d’incrementar les regions
genomiques que es poden editar.

Una de les variants de Cas9 més utilitzada és la dead Cas9 (dCas9), que no
provoca un tall de doble cadena perd manté I'especificitat que dirigeix dCas9
a una regio concreta del genoma. Els editors de bases (base editors) aprofiten
aquesta propietat fusionant dCas9 a un enzim que modifica quimicament els
nucleotids. Aixi, els editors de citosines (CBE, de I'angles cytosine base editor)
poden modificar citosines a timines en un punt concret del genoma,** mentre
que els editors d’adenines (ABE, de I'anglés adenine base editors) converteixen
adenines en guanines sense tallar el genoma en cap moment.”” D’'una manera
semblant, 'edici6 de qualitat (prime editing) fusiona una Cas9 que talla una
sola cadena de DNA a una transcriptasa inversa per tal de copiar al genoma
una seqiiéncia especificada en el gRNA. Aixo permet modificar de manera
precisa el lloc d’edicié introduint-hi insercions, delecions o modificacions
concretes. El desenvolupament dels editors de bases i de I'edicié de qualitat
permet controlar no nomeés la regi6é a modificar, sind que també permet controlar
de manera precisa la mutacié que s’hi introdueix.** Per aixo, aquestes técniques
tenen molt potencial com a terapies genétiques, ja que podrien reparar gairebé
el 90 % de les variants genetiques associades a malalties humanes.

La variant dCas9 també s'utilitza per regular I'expressié geneética. La
unié de dCas9 per si sola a una regi6 de DNA reguladora impedeix que
altres proteines (com activadors de transcripcio) o 'RNA polimerasa s’hi
uneixin. Aixi, es pot dirigir dCas9 a regions del genoma per investigar si estan
implicades a regular l'expressié genetica o dirigir-la a regions reguladores
ja conegudes per aconseguir la sobreexpressié o subexpressié d’'un element
genétic. Aquestes aproximacions es coneixen com a interferencia CRISPR
(CRISPRi) o activaci6 CRISPR (CRISPRa), segons si lactivitat del gen
sactiva o es reprimeix, respectivament. Fins i tot, es pot fusionar dCas9
amb activadors transcripcionals com el VP64 o repressors com el KRAB per
potenciar-ne 'efecte.”” La facilitat de CRISPR per multiplexar proves permet
assajar els efectes del canvi en 'expressio de molts gens simultaniament, fet
que ha permes avangar en la caracteritzacié de la funcio dels gens i en I’entesa
dels mecanismes de regulaci6 genética.
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A més de crear variants de la Cas9 de S. pyogenes, s’han estudiat i utilitzat
sistemes CRISPR d’altres organismes procariotes amb propietats completament
diferents. Els sistemes CRISPR-Cas es classifiquen en diferents tipus agrupats en
dues classes, segons si l'activitat d’unio i tall del DNA la realitza un complex de
diverses subunitats (classe 1) o una sola proteina (classe 2). Per exemple, S. pyogenes
té un sistema CRISPR-Cas de classe 1 perque la proteina Cas9 per si sola s'uneix
i talla el DNA, mentre que E. coli té un sistema de classe 2 perqueé l'activitat
d’unié i tall la realitza un complex de proteines que rep el nom de Cascade. La
majoria d’estudis utilitzen els enzims de classe 2, ja que l'expressié de multiples
subunitats requerides per la classe 1 pot resultar més complexa. Tot i aixo, shan
utilitzat alguns sistemes CRISPR-Cas de la classe 1 per editar céllules humanes
o plantes, i podrien tenir certs avantatges en determinades aplicacions.?® Lestudi
de sistemes CRISPR-Cas codificats en transposons ha demostrat que diverses
subunitats de CRISPR-Cas de classe 1 es poden fusionar amb les integrases del
transposé per dirigir amb un RNA guia la insercié de fragments llargs de DNA
en regions especifiques del genoma, que podria ser una eina important per a
terapia genetica.”’

La diversitat entre els sistemes CRISPR-Cas és gran fins i tot entre
els sistemes de classe 2, que engloba els sistemes de tipus II, V i VI.*® Per
exemple, Cas9 de S. pyogenes és del tipus I i provoca talls en el mateix punt
en cada una de les cadenes de DNA (talls roms), mentre que Casl2a del
tipus V (abans coneguda com a Cpfl) talla el DNA en punts diferents en
cada cadena. Encara resulta més sorprenent la proteina Casl3 del tipus VI,
que en comptes d’unir-se a molecules de DNA s’uneix a molécules d’RNA,
i s’ha utilitzat tant per impedir la traduccié de gens com per introduir
modificacions directament a ’'RNA.

En resum, el disseny de proteines de fusié amb dCas9 i la caracteritzaci6
de sistemes CRISPR-Cas alternatius proporcionen noves eines de
modificacié genomica amb propietats interessants tant per a recerca com
per a aplicacions industrials i en terapia genetica. Aquestes se sumen a la
senzillesa i versatilitat del sistema CRISPR-Cas9, aixi que és d’esperar que
en els anys vinents es pugui observar la utilitzacié de sistemes derivats de
CRISPR-Cas en ambits molt diversos i per solucionar problemes que fins ara
resultaven impossibles de resoldre.
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3. PEDICIO GENOMICA
EN RECERCA BIOMEDICA

Les tecnologies d’edicié genomica son tant una eina de descobriment com
una possible soluci6 per a problemes fonamentals de les malalties genétiques
humanes. La manipulacié de gens i l'expressio genetica s’ha utilitzat en
linies cellulars, teixits, gametes i embrions humans per entendre millor el
seu funcionament, incloent-hi per queé funcionen incorrectament en certes
malalties. Per exemple, es poden crear models de malalties genétiques o recrear
els canvis que apareixen durant el cancer per identificar la base molecular
d’aquestes alteracions i provar farmacs per tractar-les. També es pot utilitzar
l'edicié genomica per investigar el procés de diferenciacié de les céllules mare,
la qual cosa milloraria el coneixement que tenim sobre medicina regenerativa i
del desenvolupament embrionari huma. La utilitzaci6 de les tecniques d’edicié
genomica en cellules mare pluripotents induides (iPSC, de l'anglés induced
pluripotent stem cell) o organoides ha permeés un aveng sense precedents en la
recerca biomedica de malalties humanes.

3.1. CRISPR SCREENS

En els CRISPR screens (o assajos amb biblioteques de gRNA) sutilitza
CRISPR-Cas9 per modificar multiples punts del genoma alhora. Aixo és possible
gracies a la versatilitat que té el gRNA per dirigir I’'edicié genomica a qualsevol
regio. Per fer-ho, es crea una biblioteca de gRNA en queé cada gRNA dirigeix
CRISPR-Cas9 a una regi6 d’interes diferent i s’introdueix a les cel-lules a estudiar
juntament amb 'enzim Cas9. El resultat és una poblacio de céllules editades en
regions genomiques diferents, que es pot utilitzar per determinar I'efecte de les
edicions genomiques. D’aquesta manera, es poden estudiar milers de gens per
posar a prova diverses hipotesis genétiques en paral-lel (figura 5).
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La utilitzaci6 de CRISPR screens ha permes accelerar la identificacio
d’elements genetics implicats en malalties. Lestudi de Shalem et al., 2014 n’és un
bon exemple. En aquest treball, s'utilitza una biblioteca de més de 60 000 gRNA
per dirigir CRISPR-Cas9 a editar i causar la peérdua de funcié6 (knock-out) d’'uns
18.000 gens humans. Com que cada céllula ha incorporat un gRNA diferent,
s'obté una poblaci6 cel-lular que permet assajar I'efecte de la pérdua de funcié de
cada un dels gens estudiats. A I'estudi s’utilitza la biblioteca per identificar gens
la pérdua de funcié dels quals proporciona resisténcia a vemurafenib (PLX), un
farmac que inhibeix la proteina cinasa B-RAF utilitzat per tractar el melanoma.
Per fer-ho, la biblioteca s’introdueix a una linia cellular de melanoma que es
cultiva amb PLX per inhibir-ne el creixement. Després d’uns dies de cultiu, tan
sols creixen aquelles cel-lules amb un gRNA que ha causat la perdua de funcié
d’un gen que provoca resisténcia a PLX. Al final de 'experiment es compara
per seqiienciacié 'abundancia dels gRNA entre les ceéllules a I'inici del cultiu
i al final. Els gRNA enriquits son els de les cellules que han crescut i, per tant,
les regions que editen aquests gRNA so6n les involucrades en la resisténcia al
PLX. Aixi, es poden aclarir els mecanismes de resisténcia a PLX i millorar els

tractaments de melanoma.
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FIGura 5. Esquema d’un assaig amb una biblioteca de gRNA (CRISPR screen). En un CRISPR
screen es transfecten les cél-lules amb una biblioteca de gRNA per editar moltes regions genomiques
diferents. Sutilitza una prova de seleccid fenotipica per obtenir el conjunt de cel-lules amb edicions
d’'interés. Finalment, es valora el canvi en 'abundancia de cada gRNA per identificar els elements
genetics associats al fenotip d’interes. Adaptada de Sanjana, 2017.%
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Encara que l'aplicacid inicial dels CRISPR screens fos en assajos de perdua
de funcid, s’ha adaptat la tecnica per estudiar els efectes del canvi en I'expressio
genetica (tant de sobreexpressio com de repressio) ilamodificacié d’'amplificadors
geneétics (enhancers). També es pot adaptar per a estudis d’epigenetica a través
de l'alteraci6 de patrons de metilacié del DNA i l’estat de la cromatina per la
compactacié d’histones.”® Aquesta versatilitat i la facilitat d’assajar milers de
condicions ha portat a utilitzar CRISPR screens tant en l'estudi del cancer
com en malalties genétiques heretades o l'estudi de 'hoste enfront d’agents
infecciosos.

Pel que fa al tractament del cancer, la medicina genomica de precisi6 és
una de les estrategies més prometedores atesa la importancia de les variacions
genomiques provocades per la inestabilitat genomica de les cél-lules canceroses.
Els CRISPR screens s’han utilitzat per identificar les variacions genomiques
responsables de la proliferacio, bé siguin variants que mutin una proteina o
canviin 'expressié genética. Aquestes aproximacions permeten entendre el
cancer en I’ambit molecular i determinar els elements genetics que podrien ser
l'objectiu de farmacs. Fins i tot, els CRISPR screens s’han utilitzat per estudiar
la resisténcia als farmacs que desenvolupen algunes céllules tumorals, tal
com s’ha mostrat en 'exemple anterior, amb 'objectiu de combinar més d’un
farmac per evitar la resistencia.

En el context de les anomalies congenites de causa genetica, els CRISPR
screens s’han utilitzat, per exemple, per identificar reguladors de I'expressio
de diferents formes d’hemoglobina. Els trastorns de I’hemoglobina, com
la B-talassemia o I'anémia falciforme, sén relativament comuns. Aquests
trastorns soriginen per defectes en la forma adulta de I’hemoglobina
(hemoglobina A). Abans del naixement, el transportador d’oxigen principal
no és’hemoglobina A sin6 I’hemoglobina fetal. Sha demostrat que variacions
naturals que provoquen I'expressié dels components de ’hemoglobina fetal en
I'adult prevenen les conseqiiéncies greus dels trastorns de I’hemoglobina A
més comuns. Per aixo, s’ha utilitzat CRISPR screens per identificar elements
reguladors que controlen I'expressi6 de diverses formes d’hemoglobina.’ Aixi,
es podrien dissenyar farmacs per inhibir o activar gens reguladors o utilitzar
I'edicié genomica directament per activar 'expressié de formes alternatives
d’hemoglobina amb l'objectiu de palliar els efectes dels trastorns.

Respecte a l'estudi d’agents infecciosos com bacteris, parasits i virus, els
CRISPR screens s’han utilitzat principalment en ’hoste per identificar els
factors que el fan vulnerable o resistent a la infeccié. En sén un bon exemple
diversos estudis que han identificat gens involucrats en la degradacié de
proteines essencials per a la infeccié i replicacié de flavivirus com el virus
del Dengue.” La caracteritzacié de factors de resisténcia o sensibilitat a la
infeccié de ’hoste ofereix noves opcions per al desenvolupament de terapies
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antimicrobianes i antivirals. Tanmateix, en alguns casos s’ha utilitzat CRISPR
screens estudiant directament els patogens enfront de l'actuacié de nous
antibiotics.”

En resum, I’tis de CRISPR screens en recerca biomédica ha millorat ’entesa de
la base genetica de les malalties i la identificacié de noves dianes moleculars per
al seu tractament. La possibilitat d’estudiar milers d’edicions en una sola prova
analitica aporta informaci6 util que facilita I'ts de la medicina personalitzada
en el tractament del cancer. A més, les variants de CRISPR-Cas9 permeten
estudiar els efectes de I'expressié genetica i els seus mecanismes de regulacio,
i han proporcionat coneixement sobre el gran nombre de variants associades a
malalties que es troben fora de regions genomiques que codifiquen per un gen.

3.2. EDICIO GENOMICA EN CEL-LULES MARE HUMANES

Les céllules mare pluripotents humanes (hPSC, del’angleés human pluripotent
stem cell) s’utilitzen ampliament en recerca biomeédica perque es poden cultivar
in vitro i es divideixen indefinidament; a més, es poden diferenciar en qualsevol
tipus cellular del cos huma. Segons el seu origen, es poden classificar entre
cellules mare embrionaries (ESC, de l'anglés embryonic stem cell) i cellules
mare pluripotents induides (iPSC, de l'angles induced pluripotent stem cell).
Les primeres s'obtenen de blastocists humans, mentre que les darreres es
reprogramen a partir de cellules somatiques adultes a través de factors de
transcripcid especifics i molécules quimiques petites, amb la qual cosa s’evita
I'ts d’embrions humans. Les hPSC es poden cultivar in vitro i diferenciar per
formar cél-lules neuronals, musculars o dela pell, entre d’altres. Els coneixements
adquirits amb aquestes cellules i el potencial del seu us formen la base del
camp de la medicina regenerativa, que té per objectiu reemplagar les cél-lules
danyades de teixits humans o generar nous teixits per recuperar-se després
d’una malaltia o ferida. A més, les hPSC tenen certs avantatges respecte als
models animals que les fan molt ttils en recerca.

Els meétodes d'edici6 genomica permeten generar un gran ventall
de modificacions genetiques en les ESC i iPSC humanes. Leficiéncia de
recombinacié de les ESC humanes és més baixa que la de ratoli, aixi que les
técniques tradicionals basades en recombinacié homologa que s’utilitzen en
ratolins no son eficaces per a ESC humanes. Per aixo, el desenvolupament de
nucleases dirigides com les ZFN, TALEN o CRISPR-Cas9 ha estat essencial per
poder editar els genomes d’hPSC. En aquest context, aquestes técniques s’han
utilitzat per crear models de malalties, descobrir nous farmacs, individualitzar
tractaments i estudiar el desenvolupament huma.
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3.2.1. Models de malalties

Tot i els avencos en el desenvolupament d’animals model (com el ratoli o
el peix zebra) per recrear malalties humanes, els models animals no poden
recapitular del tot la patologia d’algunes malalties humanes. En aquests casos,
I'tis de linies cellulars extretes de pacients com a models de malaltia resulta molt
util. Les iPSC resulten especialment utils perqué es poden diferenciar en tipus
cellulars que son dificils d’obtenir dels pacients directament, com les neurones.
Aixi, shan utilitzat per modelitzar malalties humanes i poder entendre el
mecanisme responsable de la patogenia.**

Abans de les tecniques d’edicié genomica, els models de malaltia comparaven
céllules derivades d’iPSC de pacients malalts i donants sans. Com que les cel-lules
procedien de dues persones diferents, les diferéncies fenotipiques i genotipiques
observades no es podien atribuir totalment a la malaltia perqué hi ha factors de
confusio, com la variabilitat genetica entre individus, 'edatiel sexe. Les técniques
d’edicié genomica solucionen el problema en permetre la creaci6 de cél-lules que
tan sols difereixen en les mutacions causants de la malaltia estudiada, conegudes
com a controls isogenics (amb el mateix origen genetic). Es fa tant a partir de la
introducci6 de la mutaci6 causant de la malaltia en cellules de donant sa com
corregint la mutacié en cellules de pacients.” Per exemple, la correcci6 de la
mutacié G2019S del gen LRRK2 en céllules mare neurals diferenciades a partir
d’iPSC d’un pacient amb Parkinson evita ’aparici6 de les aberracions nuclears
que caracteritzen el Parkinson. Aixi mateix, la introduccié de la mateixa
mutaci6 en hESC (ESC humanes) d’'un donant sa indueix el mateix fenotip que
el de les cellules del pacient amb Parkinson, cosa que confirma que la
mutacié G2019S és necessaria i suficient per causar el fenotip de la malaltia de
Parkinson.** Controls isogenics com aquest s’han aplicat per crear models d’un
ampli rang de malalties, incloent la distrofia muscular de Duchenne, la malaltia
de Tangier o la sindrome de Rett, i crear variants alleliques de CCRS5 resistents
al virus de la immunodeficiencia humana (VIH).” Fins i tot, la possibilitat
de modificar més d’un allel amb CRISPR-Cas9 ha permeés crear models de
malalties poligeniques.*

Un inconvenient dels models de malalties basats en cultius d’hPSC respecte
als models animals és que els primers no poden reproduir les condicions
fisiologiques d’un individu. Per solucionar-ho, s’han desenvolupat sistemes de
cocultiu de diversos tipus cel-lulars en tres dimensions com els organoides
i els organs en un xip.** Els organoides son estructures tridimensionals
formades per diversos tipus cellulars i que mantenen l'organitzacié i funcié
relativament semblant a la d’un organ del cos huma i, per tant, s’utilitzen com
a models de teixits humans en un entorn controlat i modificable, com sén
els cultius cellulars o els models in vitro. Igual que amb les cellules hPSC,
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les técniques d’edicié genomica s’han utilitzat en organoides per crear models
o corregir mutacions de malalties com la fibrosi quistica, la poliquistosi renal
i diversos tipus de cancer.*>* Una alternativa als organoides que guanya pes
progressivament és la incorporacié de cellules derivades d’hPSC a animals per
construir models animals humanitzats, tal com trasplantar hepatocits derivats
d’hPSC a un fetge danyat de ratoli i observar els efectes de la variaci6 genética
humana en el context de les condicions fisiologiques del ratoli.*?

3.2.2. Descoberta de farmacs

A més d’estudiar els mecanismes responsables de la patogenesi, els models de
malaltia basats en hPSC es poden utilitzar per descobrir nous farmacs amb acci6
terapeutica. Laidentificacid de farmacs es pot fer seguint dues estrategies: provant
un farmac candidat o utilitzant un cribratge d’alt rendiment (HTS, de I’angles
high-throughput screening). En el primer, es prova un petit grup de molécules
definides comparant la seva acci6 en un model de malaltia i un control isogenic
sa. En canvi, en un HTS es prova un elevat nombre de compostos amb petites
variacions i es valoren els efectes fenotipics de manera automatica utilitzant
robots. En qualsevol dels dos casos, els candidats seleccionats en el primer assaig
in vitro passaran a assajos de validacié secundaria per caracteritzar les seves
propietats de seguretat i farmacocinetica (absorcio, distribucio, metabolisme i
eliminaci6 dels farmacs dins 'organisme). L'tis dels models de malaltia humana
basats en hPSC millora leficiéncia i precisié del procés de descobriment de
farmacs, ja que ofereixen una representaci in vitro molt directa deles condicions
patogeniques, redueixen el nombre de candidats a provar en les fases segiients
i acceleren el procés de cribratge. A més, quan sautomatitzin les técniques de
cultiu i el procés de cribratge d’alt rendiment, es podran desenvolupar models a
partir d’iPSC derivades d’un pacient en concret i utilitzar-los per provar l’efecte
de farmacs en el genotip concret de I'individu donador, la qual cosa possibilita
el pas del potencial de la medicina personalitzada a la practica clinica.*’

Els models basats en hPSC també es poden utilitzar per valorar la toxicitat
d’un farmac i descartar-lo en cas que no sigui segur. En aquest cas, les hPSC no
actuen com a models de malaltia siné com a models d’un teixit per comprovar
que el farmac no hi té cap efecte advers. Aixi, es poden preveure fets com la
retirada de farmacs en Us o en estudi causada per efectes adversos severs
relacionats amb la toxicitat a certs teixits, tal com ha ocorregut en alguna
ocasid.** Per exemple, s’ha vist que es poden utilitzar cardiomiocits derivats
d’ESC per provar la citotoxicitat de farmacs i obtenir resultats semblants als dels
estudis de toxicitat en animals en la fase preclinica.* Per aixo, aquests models
son valids per assajar la citotoxicitat en un estadi inicial del desenvolupament de
farmacs i poder descartar tots aquells farmacs toxics abans de passar a proves
en animals.

38



3.2.3. Estudi del desenvolupament huma

Tot i la seva importancia biologica i clinica, els mecanismes moleculars que
regulen les primeres decisions de diferenciacié cel-lular no es coneixen amb detall.
Les tecniques d’edici6 genomica es poden utilitzar per modificar gens enl'estadi de
zigot, i observar l'efecte d’aquestes mutacions directament en embrions modificats
geneticament. Per exemple, un estudi de I'any 2017 descriu la microinjeccié en
zigots humans de la proteina Cas9 complexada amb un gRNA que dirigeix el
trencament del gen que codifica per OCT4, un factor de transcripcid involucrat a
mantenir la pluripotencia. Els resultats indiquen que la perdua del factor OCT4 en
embrions humans impedeix el correcte desenvolupament del blastocist. Lestudi
també identifica diferéncies entre la funcié del factor OCT4 en els primers estadis
de desenvolupament entre embrions humans i de ratoli, en que subratlla la
importancia de realitzar proves en embrions humans que difereixen dels de ratoli
en alguns aspectes.*® Recentment (2019), la Comissié Nacional de Reproduccié
Humana Assistida ha autoritzat els investigadors Anna Veiga, Montse Boada
i Angel Raya a poder estudiar les fases inicials del desenvolupament huma en
embrions humans durant catorze dies, previs a la implantaci6 a Iuter.

Cal destacar que els estudis del desenvolupament huma realitzats en
embrions no involucren la seva implantacié ni el naixement, aixi que cap dels
canvis realitzats en la linia germinal seria heretable. A més, els zigots utilitzats
son embrions sobrants de la fecundacié in vitro de parelles que han decidit
no implantar-los i han donat el seu consentiment informat per al seu us en
recerca. El desenvolupament dels embrions de ’estudi anterior es va aturar al
limit maxim legal de set dies, tot i que en alguns paisos com Espanya es permet
el desenvolupament fins als catorze dies després de la fecundaci6. Encara
que els estudis s’aturin abans del moment en que hi hauria la implantacié,
I'experimentacié6 amb embrions humans modificats geneticament aporta el
coneixement necessari per entendre els primers passos de desenvolupament i
les seves diferencies amb els de la resta d’animals.*” El coneixement obtingut
en aquests estudis podria ser util per millorar els processos de fecundacié
in vitro, desenvolupar nous metodes anticonceptius i entendre millor la
plasticitat cellular per avancar en el camp de la medicina regenerativa. A més,
la millora de les tecniques utilitzades per modificar genéticament embrions
humans es podria utilitzar algun dia per tractar malalties genetiques
abans del naixement. La recerca basica en aquest ambit aporta informacio
essencial sobre la factibilitat de fer canvis heretables en el genoma, com ara la
importancia dels errors d’edici6 off-target i del mosaicisme, que es discuteixen
més endavant.
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4. CEDICIO DE GENOMES MICROBIANS

Els microorganismes procariotes han estat utilitzant el sistema CRISPR-
Cas des de ben abans que se’n popularitzés I'ts per als humans. D’'una manera
natural, el sistema CRISPR-Cas actua com a sistema d’immunitat adaptativa,
protegint bacteris i arqueus d’elements genétics forans com plasmidis i virus.
En canvi, des de la seva reformulacié com a técnica d’edicié genomica el
2012, els humans ’hem utilitzat per provocar canvis precisos als genomes.
Com a técnica d’edicié genomica, el seu s no es limita a procariotes, ja
que s’ha utilitzat també en eucariotes microbians com fongs i microalgues i
organismes complexos com plantes i animals. En aquesta seccié es comenten
les aplicacions de les técniques d’edicié genomica en bacteris, arqueus, fongs
i microalgues.

En aquest conjunt de microbis, el sistema CRISPR-Cas9 és la tecnica
d’edicié més utilitzada per la seva capacitat de modificar més d’una regio
genomica alhora. Aixd permet alterar de manera significativa el metabolisme
d’un microorganisme —practica coneguda com a enginyeria metabolica— per
tal que produeixi nous metabolits d’interes industrial o obtingui un major
rendiment de producte per quantitat de substrat (figura 6). A més, les téecniques
derivades de CRISPR-Cas9 com l'edicié de bases o el prime editing permeten
canviar el genoma de manera precisa per millorar les propietats dels enzims
del mateix microorganisme.

4.1. APLICACIONS DE L’EDICIO GENOMICA EN PROCARIOTES

Els bacteris poden utilitzar materies primeres simples i economiques, com
biomassa renovable o residus d’altres processos, per sintetitzar productes
quimics de valor afegit. Per aixo, s’utilitzen en I’ambit industrial com a fabriques
cellulars i, sovint, se’n milloren les propietats a través de l'edicié genomica.
En concret, el sistema CRISPR-Cas facilita I'edici6 de desenes de regions
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FiGura 6. Edicié genomica de microbis per a la produccié de compostos biologics d’interés
industrial. El metabolisme de bacteris, llevats, fongs i microalgues es pot ajustar utilitzant les
técniques dedicié genomica (en aquest cas es representa CRISPR-Cas9) per millorar la seva
aplicaci6 industrial. Adaptada d'’Abdelaal i Yazdani, 2020.*

genomiques, fet que s’ha aprofitat per crear centenars de soques bacterianes amb
propietats metaboliques tniques i assajar-les per identificar les que milloren
el rendiment d’obtencié de productes. La variant CRISPRi, que s'empra per
reprimir l'expressié de gens especifics, permet disminuir lactivitat de les
vies metaboliques que no son prioritaries i redirigir el flux de nutrients cap
a la via metabolica d’interes per produir més quantitat de producte. Aquestes
estrategies d’enginyeria metabolica s"han aplicat en E. coli per millorar el
rendiment de produccié de biofuels com I'isopropanol, fitoquimics com
el carote i polihidroxialcanoats (PHA) que es podrien utilitzar com a plastics
renovables i biodegradables.*

El sistema CRISPR-Cas també facilita 'edicié genomica en organismes
d’interés industrial que no sén tan coneguts com ho és E. coli. N'és un
exemple l'edicié de clostridis (Clostridium), un genere dificil de modificar
genéticament que requereix técniques d’edicié eficients com CRISPR-
Cas9. Les modificacions genetiques en clostridis han millorat la produccié
de biofuels, com el butanol a partir de fonts de carboni renovables. Els
estreptomices (Streptomyces) sutilitzen per produir metabolits secundaris
amb activitat biologica com antibiotics o herbicides, i I'ds de CRISPR-Cas9
ha permes activar vies metaboliques que es trobaven silenciades, i ha generat
aixi nous metabolits secundaris que podrien tenir funcions biologiques
interessants. Lespecie Bacillus subtilis s'utilitza industrialment per produir
proteines recombinants i, a més, esta designada per 'FDA (US Food and Drug
Administration) com a «generalment reconeguda com a segura» (GRAS, de
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I'anglés generally recognized as safe). Mitjangant CRISPR-Cas s’ha aconseguit
produir compostos biologics d’interés medic en B. subtilis, com acid hialuronic
i I'N-acetilglucosamina. Aixi mateix, el sistema CRISPR-Cas ha millorat
les propietats d’altres bacteris d’interés industrial com els cianobacteris, els
bacteris de I'acid lactic (BAL) i les especies dels generes Corynebacterium i
Pseudomonas.™

Ledicié genomica en bacteris també es podria utilitzar com a tractament
de les infeccions bacterianes. Les tecniques d’edicié gendmica sén tan
especifiques que permeten editar i eliminar una soca bacteriana particular
d’un consorci bacteria mixt. Aquesta precisié ofereix I’avantatge d’afectar tan
sols la poblacié patogeénica, mentre la comensal roman intacte. Per exemple,
s’ha aconseguit utilitzar CRISPR-Cas9 per tallar un gen de viruléncia de
Staphylococcus aureus, que anul-la la funcié virulenta i atura la colonitzacié
d’aquest patogen. També s’ha utilitzat CRISPR-Cas9 per eliminar els gens de
resisténcia als antimicrobians que es troben en plasmidis dins S. aureus o E.
coli’' Aixies podrien tractar infeccions resistents als antibioticsis’aconseguiria
que els patogens es tornin sensibles als antibiotics de nou. Per introduir el
sistema CRISPR-Cas9 als bacteris patogens se solen utilitzar bacteriofags.
A mesura que avancin les investigacions per millorar lespecificitat i la
capacitat d’emmagatzematge dels bacteriofags, és d’esperar que les técniques
d’edici6 genomica es comencin a utilitzar clinicament per tractar infeccions
bacterianes.*

Els arqueus sovint son dificils d’estudiar amb les tecniques d’edicid
genOmica tradicionals, aixi que el sistema CRISPR-Cas resulta molt
prometedor. Com que un 85 % dels genomes d’arqueus conté sistemes CRISPR-
Cas i alguns arqueus viuen en ambients extrems on no es podria utilitzar
el sistema CRISPR-Cas9 més comu, en aquests casos se sol reprogramar el
sistema CRISPR-Cas dels mateixos arqueus com a tecnica d’edicié. Ledicié
genomica en algunes especies d’arqueus ha donat lloc a patrons de reparacié
homologa i no homologa ben diferents dels dels bacteris o eucariotes. Com
que en certs casos la reparacié homologa és el resultat desitjat de l'edicio,
es planteja utilitzar algunes de les proteines d’arqueus involucrades en els
mecanismes de reparacié del DNA en un altre organisme per intentar afavorir
la reparacié homologa tal com passa en els arqueus.” Una altra aplicacié de
les tecniques d’edicié genomica és I'tis de CRISPRI per silenciar diversos gens
dels arqueus. Aixi, s’ha caracteritzat els gens implicats en una via de fixaci6 de
nitrogen d’una espécie d’arqueus.>*a simple and efficient CRISPR interference
(CRISPRi Similarment, aquesta técnica es podria aplicar per estudiar
les propietats caracteristiques dels arqueus extremofils i descobrir proteines
amb propietats iniques.
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4.2. APLICACIONS DE L’EDICIO GENOMICA EN FONGS I MICROALGUES

Tant els fongs com les microalgues sén microorganismes rellevants per a
diversos processos industrials. Els fongs (Fungi) se subdivideixen enllevats i fongs
filamentosos, que inclouen floridures i bolets. Dins els llevats, Saccharomyces
cerevisiae destaca pel seu us en la industria alimentaria i com a organisme model
en recerca. Tot i que el mecanisme de recombinacié homologa de S. cerevisiae és
tan efica¢ que permet modificar el genoma sense haver d’utilitzar les tecniques
d’edici6 modernes, I'as de CRISPR-Cas ha permes millorar la precisié de les
edicions i realitzar un elevat nombre de modificacions alhora. Per exemple, s’ha
emprat CRISPR-Cas9 per crear un mutant de S. cerevisiae resistent a les altes
temperatures i als inhibidors de la fermentacié que seria molt adequat per a les
industries de begudes alcoholiques com la cervesa i les de fermentacié d’acids
organics o glucosa.”

Aixi mateix, les técniques d’edicié genomica faciliten l'edicié en altres
especies de fongs que no tenen un mecanisme de recombinacié homologa
tan efica¢ com S. cerevisiae. Aquest és el cas dels fongs filamentosos, que
constitueixen una font important de compostos farmaceutics actius que inclou
els antibacterians més utilitzats (penicil-lina i cefalosporina), alguns antifungics
i les estatines utilitzades per abaixar els nivells de colesterol en sang. Les
técniques d’edicié genomica fan factible modificar el metabolisme dels fongs
filamentosos d’interes industrial per millorar la sintesi d’aquests compostos
bioactius complexos.” A més, permeten estudiar els mecanismes bioquimics
responsables de la patogeénesi d’alguns fongs que infecten plantes, amb la qual
cosa faciliten aixi el desenvolupament de nous compostos antifungics.

Les microalgues s’utilitzen per a la produccié industrial de diversos
productes naturals com carotenoides, acids grassos i pectines. Tot i aixo,
l'aplicacié més prometedora és la d’utilitzar la biomassa de les microalgues per
produir biodiesels. A diferéncia de I'tis de plantes com a font de biomassa, les
microalgues tenen més eficiencia fotosintetica, creixen més de pressa, toleren
millor els estressos biotics i abiotics i, molt important, el seu cultiu no interfereix
en la produccié d’aliment. En condicions de cultiu normals, les microalgues
acumulen tant reserves de carbohidrats com de lipids. Per a la produccié de
biofuels, es cultiven en condicions d’estres per incrementar la quantitat de lipids
acumulats (que constitueixen el biofuel) i disminuir la de carbohidrats, pero
aixo provoca que disminueixin la velocitat de creixement i la productivitat.
Idealment, caldria una soca que incrementés la composicié de lipids de les
microalgues sense comprometre’n el creixement. Per aixo, les tecniques d’edicié
genomica s han utilitzat per millorar les propietats de les soques de microalgues,
redirigint el flux de nutrients cap a la produccié de lipids sense afectar el seu
creixement.*>>
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5. PEDICIO DE GENOMES
DE PLANTES I ELS OMG

Les técniques d’edicié genomica acceleren la creacié de noves varietats
vegetals. A diferencia de les tecniques classiques basades en la hibridacié o
mutagenesi induida, I'edicié genomica permet la introduccié de modificacions
especifiques per aconseguir millorar una caracteristica d’interés. Les noves
varietats vegetals poden resistir més bé els estressos abiotics com la sequera i
biotics com les infeccions, aixi com oferir un creixement més rapid o amb més
rendiment. U'ts d’organismes modificats geneticament (OMG) en alimentacio
és un tema polemic i regulat de manera diferent arreu del mon. Tot i aixo, cal
destacar que I’s de plantes modificades no només es redueix a I’'alimentacio
sind que també és important en la produccié de biofuels i altres productes
d’interes industrial o en jardineria.

Per entendre I'impacte deles tecniques d’edicié genomica en la modificacio de
plantes, en aquesta seccid es repassa 'evolucio de la creacié de variants vegetals
al llarg de la historia, els usos que tindrien les tecniques d’edicié genomica i els
reptes ecologics, étics i legals que comporten.

5.1. PERSPECTIVA HISTORICA

Els humans han estat manipulant el genoma de les plantes i domesticant-les
durant, com a minim, els darrers deu mil anys.”” La domesticacié de plantes
inicial consistia a seleccionar plantes individuals que mostressin caracteristiques
d’interes. Aquests trets d’interés incloien millor gust o morfologia de les llavors
o fruits, menor toxicitat de les parts comestibles, i més retenci6 de les llavors a
les plantes per facilitar la seva collita. A través del procés de seleccio artificial, les
variants genetiques responsables dels trets d’interés es van tornar presents a la
poblacié de cultiu domesticat de manera uniforme.
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Un bon exemple n’és la domesticacié del blat de moro que es va iniciar entre
sis mil i deu mil anys enrere a America, al sud de I'actual Mexic. Originalment,
aquest deriva d’una varietat primitiva amb nombroses branques laterals
i panotxes de cinc a dotze grans que cauen quan sén madurs. A través de la
selecci6 humana de variants rares i d’interes, causades per mutacions que
ocorren naturalment, es va obtenir la varietat actual amb una sola tija i panotxes
amb dotzenes de grans voluminosos i envoltats per una fulla (figura 7A).>® De
manera similar, el tomaquet actual deriva d’'una variant petita i sense gust,
la pastanaga era llenyosa, plena de nusos i blanca, i la maduixa actual és un
hibrid entre una especie valorada pel bon gust i una altra de valorada per la
seva mida.”

Els coneixements de geneética adquirits durant el principi del segle xx van
millorar entesa del procés de seleccio. Aixi, es podia canviar 'expressio de trets
d’interes deliberadament per mitja de 'encreuament de progenitors especifics,
técnica que encara s’utilitza actualment per obtenir variants d’interes (figura
7B). Com que la diversitat genetica és essencial per al procés de millora, es van
desenvolupar meétodes de mutageénesi induida utilitzant productes quimics o
raigs X per accelerar la freqiiéncia de mutacions.®® Aquests processos causen
mutacions aleatories arreu del genoma, per aixo cal un procés de cribratge
i seleccié de diverses generacions per identificar els mutants d’interes. La
base de dades global FAO/TAEA Mutant Variety Database registra més de
3.300 varietats mutants en més de 230 especies de plantes que s’han creat per
mutageénesi induida o creuament i seleccié artificial des del 1950.¢

Tot i la popularitat de I'as de técniques de mutagenesi induida per
crear noves varietats vegetals, l'extens procés de cribratge i seleccié de
les mutacions aleatories favorables fa que sigui un procés lent i costds. Per
aixo, el desenvolupament de les técniques d’enginyeria genética a la decada
del 1970 va despertar un gran interés per introduir mutacions de manera
dirigida a les plantes i evitar el procés de selecci6. La combinacié de la
transformacié mitjangant biobalistica (injeccié de cellules amb particules
amb informacié genética) o fent servir les propietats d’inserir seqiiéncies de
DNA d’Agrobacterium tumefaciens amb ’'avantatge que dona la regeneracié de
plantes a partir de cél-lules en cultiu, tot plegat permet inserir un gen especific
d’interés en una posicid aleatoria del genoma de les plantes. La majoria de les
varietats creades per enginyeria genética que es cultiven actualment utilitzen
aquesta técnica per inserir un gen provinent d’una altra espécie a totes les
cellules de les plantes, la qual cosa crea un organisme transgenic. N'és un
exemple la resisténcia als insectes conferida per un gen originari del bacteri
Bacillus thuringiensis (Bt). El caracter genetic Bt s’ha introduit en plantes com
el blat de moro, soja, coté o alberginia per evitar infeccions d’insectes i, aixi,
reduir I'as de pesticides quimics (figura 7C).5
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Tot i aixO, els meétodes més habituals de transformacié amb biobalistica
o amb Agrobacterium tumefaciens introdueixen les seqiiencies transgéniques
aleatoriament al genoma de la planta, fet que comporta el risc de trencar un
gen endogen o alterar-ne l'expressié. Per aixo, el desenvolupament de les
nucleases dirigides (SDN, de l'angles site-directed nuclease) com les ZFN,
TALEN o sobretot CRISPR-Cas9 ha despertat un interés encara més gran en
la creaci6 de noves varietats vegetals. Les diverses formes d’utilitzar les SDN es
classifiquen en tres categories establertes per ’Autoritat Europea de Seguretat
Alimentaria (EFSA) amb l'objectiu de definir una regulacié especifica per a
cada una.®® D’una una banda, la categoria SDN1 inclou la modificaci6 de la
funcié d’un gen a través de la reparacié no homologa del tall de doble cadena.
De laltra, la categoria SDN2 inclou el canvi precis d’una variant genética per
una altra a través de la recombinacié homologa amb una fragment curt de
DNA que actua com a motlle. Finalment, la categoria SDN3 inclou la insercié
al punt de tall per recombinacié homologa d’un fragment llarg de DNA que
pot incloure més d’un gen.

A

FIGURA 7. Plantes abans i després de la modificaci6 geneética: A) el blat de moro actual (dreta)
es va obtenir d’una varietat primitiva (esquerra) a través de la seleccié de varietats d’interés per
part dels humans. B) els coneixements basics de genética van permetre la creacié intencionada
de noves varietats a partir del creuament de varietats d’interes, exemplificat aqui amb el resultat
del creuament d’una varietat d’arros no tolerant a la immersié amb una altra de tolerant (dreta)
respecte a la varietat no tolerant abans del creuament (esquerra). C) les tecniques d’enginyeria
genética es poden utilitzar per introduir gens d’altres espécies al genoma i conferir noves
propietats a les plantes, com la introducci6é d’un gen de Bacillus thuringiensis (Bt) al genoma de
l’alberginia que impedeix la infeccié de les arnes a les variants transgeéniques (dreta) i evita els
danys aparents que causen en la variant natural (esquerra).

Qualsevol de les tres categories d’edicié genomica té avantatges tecnics
respecte a les técniques predecessores. Per exemple, I'is de SDN1 permet trencar
o silenciar l'expressio de gens endogens especifics amb I'objectiu d’eliminar trets
no desitjables. A més, com que les mutacions de SDN1 no incorporen material
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genetic extern, les plantes modificades no sén transgéniques i son virtualment
indistingibles de les plantes que es podrien crear amb els meétodes de mutagenesi
induida. Per aixo, en alguns paisos aquests productes estan exempts de ser
regulats com a productes transgénics. Lavantatge respecte a la mutagenesi
induida és que amb SDN1 la mutacié és dirigida, cosa que estalvia el procés
de seleccid. Aixi, per exemple, es pot escur¢ar un procés de millora del cultiu de
cafe que duraria trenta anys utilitzant hibridacio tradicional a tan sols sis anys.**
Similarment, les modificacions SDN3 dirigeixen la inserci6 del gen foraster a
una regi6 concreta del genoma, la qual cosa evita I’alteracié del material genetic
endogen que pot ocdrrer amb la insercié aleatoria dels metodes anteriors.

5.2. APLICACIONS DE LEDICIO GENOMICA EN CONREUS AGRICOLES

La majoria de varietats vegetals editades geneticament s’han creat utilitzant
CRISPR-Cas9 per introduir modificacions puntuals del tipus SDN1.©° Aquestes
varietats ofereixen millores tant en el seu cultiu (e. g, més eficiencia en 1'us
de l'aigua) com en el producte obtingut al final (e. g, millora de les propietats
nutricionals). Les seves aplicacions es troben en ambits tan diversos com
'alimentacid, la jardineria o la produccié de farmacs i biocombustibles.”

Gran part de les varietats milloren la tolerancia dels cultius a factors d’estres
biotic i abiotic. Els factors d’estres biotic son aquells causats per la infeccié d’un
altre organisme viu, com ara un fong, bacteri, virus o insecte. La modificacié
genetica més comuna per tolerar l'estrés biotic consisteix en la introduccié
d’un gen de resistencia, tal com s’ha descrit anteriorment per les plantes que
incorporen una toxina de Bacillus thuringiensis (Bt) per resistir la infeccié
d’insectes. Les aplicacions d’aquesta tecnica no es limiten a l'alimentacio, ja
que també s’ha utilitzat per crear una variant de castanyer resistent al xancre
del castanyer (Cryphonectria parasitica) que permetria la reintroduccio del
castanyer america (Castanea dentata) als terrenys que ocupava als Estats Units
abans de la devastaci6 provocada per l'arribada del xancre del castanyer.®

Pel que fa als factors d’estrés abiotic, s’ha creat varietats que toleren millor
la sequera, les temperatures extremes o els sols amb alta concentracié de salts,
caracteristiques que podrien ser molt ttils per fer front al canvi climatic.” Per
exemple, s’ha utilitzat CRISPR-Cas9 per alterar un gen de blat de moro que li
permet seguir creixent encara que l'aigua sigui escassa i per eliminar un gen
de larros que resulta en més tolerancia a les concentracions de sals elevades.
Els transgeénics resistents a herbicides, tan estesos com polémics, també es
podrien considerar una manera de fer front a un estrés abiotic. En sén un
exemple els cultius modificats genéticament perque siguin resistents al glifosat,
que permeten I’s d’aquest herbicida arreu del cultiu per prevenir el creixement
daltres plantes i maximitzar el creixement de la llavor resistent d’interes.®
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Una altra aplicaci6 de les tecniques d’edicié genomica en plantes és 'obtencié
de variants amb més rendiment i eficiéncia de producciod, és a dir, plantes que
creixin més amb menys nutrients i plantes que produeixin més fruits o més
grans. La comprensié del metabolisme de les plantes permet modificar-lo per
destinar més metabolits als processos d’interes, aixi com millorar leficiencia
de la fixacié de nitrogen i la fotosintesi. Tot i aixo, la millora d’aquests trets
amb edici6 genomica segueix sent dificil per la falta de coneixement sobre la
regulaci6 genomica del metabolisme vegetal, sobretot en espécies que no reben
tanta atencié com l’arros o el blat de moro. Lobtencié d’aquest coneixement
també permetra la creacié de varietats vegetals que facin sostenible, tant
ambientalment com economicament, 1'as de biocombustibles. Per exemple,
es podria millorar el rendiment del procés modificant els polimers de la paret
cellular per facilitar l’alliberacié dels sucres fermentables que s’utilitzen per
formar etanol.®®

Ledici6 genomica en plantes no es limita a optimitzar el seu cultiu, sin6
que també permet millorar les propietats del producte final. La biomassa
lignocel-lulosica (e. g, userda o alfals) és 'aliment principal utilitzat en la
produccié de llet i carn. A través de 'edicié genomica, s’ha modificat la userda
per crear variants de més facil digestio per als animals i variants que podrien
reduir la produccié de meta per als animals. Les possibilitats de millora s6n
encara més amplies pel que fa als aliments humans. Les propietats nutricionals
dels fruits i vegetals es podrien millorar utilitzant enginyeria genetica per
incrementar la seva quantitat de vitamines, antioxidants, micronutrients
i aminoacids essencials.®” Es pot exemplificar amb l’arros daurat, modificat
perque produeixi betacaroté que es torni vitamina A un cop consumit. Aixi,
el seu us en paisos en desenvolupament podria prevenir la mort de centenars
de milers d’infants que causa la deficiencia de vitamina A.”

En el futur, les plantes transgeniques es podrien utilitzar per produir
vacunes comestibles. Aquestes son parts comestibles d'una planta modificades
genéticament per produir un component especific d'un patogen i generar
proteccié contra una malaltia. El concepte de distribuir rapidament les
llavors d’aquestes plantes i cultivar-les per al consum directe de les persones
es planteja com una possible solucié a la propagacié de malalties en paisos
en desenvolupament. De moment, sesta estudiant, entre altres, una vacuna
contra I’hepatitis B en patates i una contra el coronavirus que causa la SARS
en tomaquet.”!

5.3. REPTES ECOLOGICS, ETICS I LEGALS

L'ts comercial de cultius modificats genéticament ha despertat preocupacions
etiques, legals i de bioseguretat, ja que pot tenir implicacions per a la vida dels

49



individus presents i futurs, incloent-hi I'entorn no huma. Moltes d’aquestes
preocupacions se centren especialment en I'ts de cultius transgenics. Tot i aixo,
les darreres tecniques d’edicié genomica, com CRISPR-Cas9, plantegen reptes
diferents de les técniques classiques de transgenesi.

Els primers cultius modificats genéticament eren transgénics que
incorporaven un gen d’una altra espécie, la qual cosa resultava en una varietat
que dificilment es crearia de manera natural. En canvi, CRISPR-Cas9 es pot
utilitzar per generar petites insercions i delecions en un punt concret del genoma
(modificacions SDN1). Aquestes mutacions podrien tenir lloc de manera
espontania, aixi que la varietat modificada geneticament és practicament
indistingible d’una varietat natural o creada per mutagenesi induida. L'inica
diferencia és que amb CRISPR-Cas9 la mutacio es genera amb alta especificitat
i eficacia, mentre que els altres metodes introdueixen mutacions aleatories al
genoma i cal un procés de triatge fenotipic llarg i costds per seleccionar les
millors variants.

El nombre de mutacions espontanies naturals per generacid és relativament
alt en els cultius d’interes agroalimentari, aixi que la introduccié d’una sola
mutacié amb CRISPR-Cas9 incrementa molt poc la velocitat de mutacié global
(figura 8). En canvi, els processos de mutagenesi induida per compostos quimics
o raigs X introdueixen entre centenars i milers de mutacions aleatories en
diversos punts del genoma. Per tant, des del punt de vista dels canvis fets al
DNA, les mutacions puntuals introduides per CRISPR-Cas9 sén indistingibles
de les naturals i fins i tot es podrien considerar més segures que les variants
creades per mutagenesi induida, ja que es modifica un sol punt del genoma i no
centenars o milers de punts aleatoris. Cal remarcar que la preséncia de mutacions
de CRISPR-Cas9 fora del punt d’interes (off-target) és practicament nulla, tot i
que sempre sestudia per garantir-ne 'abséncia. Aixi doncs, caldria esperar que
les mutacions puntuals introduides amb CRISPR-Cas9 es regulessin legalment
de manera similar a les técniques d’hibridacié i mutagenesi induida. Tot i aixo, a
la practica, la legislacié sobre plantes modificades genéticament té enfocaments
completament diferents en diversos paisos.

La legislacié de paisos com els Estats Units d’America o I’Argentina es
basa en el producte final i no en el procés utilitzat per obtenir-lo. Com que
la introduccié de petites mutacions SDN1 amb CRISPR-Cas9 produeix
modificacions indistingibles de les que es podrien obtenir amb mutagenesi
induida o naturalment, les varietats creades amb aquesta técnica no es consideren
ni regulen com un organisme modificat geneticament (OMG). En canvi, si la
varietat obtinguda conté el motlle petit que s’utilitza en modificacions SDN2
o un element transgenic inserit per SDN3, es considera que és un OMG. Aixi
doncs, les modificacions SDN1 de CRISPR-Cas9 es poden utilitzar per crear
varietats que no es consideren OMG, cosa que estalvia les analisis de riscos
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FIGURA 8. Nombre estimat de mutacions naturals i espontanies en cada generacié segons la
planta (gris) comparat amb el canvi hipotetic d’'una sola base introduida amb CRISPR-Cas9
(rosa). Adaptada de Charpentier et al., 2019.7

que aixo comportaria i redueix el cost i temps de portar el producte al mercat.
Aquest punt de vista tecnic considera la seguretat i l'eficacia, perod deixa poc
espai a consideracions morals, culturals i socioeconomiques.”

Per contra, la legislacié de la Unié Europea, el Regne Unit i Nova Zelanda
es basa en el procés utilitzat per obtenir el producte. Aixi, considera que els
productes obtinguts per mutagénesi SDN1 amb CRISPR-Cas9 han de ser
regulats com a OMG, ja que el procés de mutagenesi altera el material genétic
de l'organisme d’'una manera que no succeeix naturalment. En conseqiiéncia,
I'ts de CRISPR-Cas9 no és tan avantatjos com en altres paisos perque el procés
d’aprovacié com a OMG retarda i encareix l'entrada del producte al mercat.”
En el cas de la Unié Europea, fins i tot una vegada el producte ha estat aprovat
per a la seva comercialitzacié pel Consell Europeu, és probable que diversos
paisos prohibeixin el seu us per 'oposicié publica als OMG. A més, la Unid
Europea requereix als fabricants etiquetar aquests productes com a OMG. Un
inconvenient d’aquesta aproximacioé és assegurar el compliment de la llei, ja
que resulta dificil identificar el meétode emprat per introduir una mutacié que a
nivell de seqiiéncia és identica a les que podrien tenir lloc de manera natural.”
Recentment, s’ha plantejat introduir canvis a la legislacié vigent per tal que es
basi en el producte en comptes del procés i es puguin aprofitar els avantatges de
les noves técniques d’edicié genomica.”
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6. EDICIO GENOMICA EN ANIMALS

L’as de les tecniques d’edicio genomica en animals obre la porta a aplicacions
molt diverses. Per una banda, I'edicié genomica en animals permet crear models
de malaltia que, a diferéncia dels models basats en iPSC o organoides, sén
d’organisme sencer. D’altra banda, tal com en el cas dels cultius agricoles, I'edicié
genomica es pot utilitzar en bestiar per millorar les propietats alimentaries o
conferir resisténcia a malalties. Fins i tot, I'edici6 genomica en animals planteja
aplicacions innovadores pero que requereixen un debat etic, com el seu us en
xenotrasplantaments, la desextincié d’espécies o I'impuls genetic (gene drive).

6.1. ’EDICIO EN MODELS DE MALALTIA IN VIVO

Els models animals de malalties son essencials per entendre el mecanisme
de les malalties que afecten els humans i provar farmacs per tractar-les. A
diferencia dels models in vitro basats en cel-lules mare o organoides, els models
in vivo d’animals permeten estudiar els efectes de la malaltia i/o el farmac en
l'organisme sencer. Aixi, es pot investigar la toxicologia dels farmacs i els efectes
en diferents organs de les malalties recreades.

Les tecniques d’edici6 genomica amb nucleases com CRISPR-Cas9 ofereixen
molts avantatges respecte als metodes de mutageénesi dirigida tradicionals, com
ara la possibilitat d’editar multiples gens alhora i la de generar animals model
editats geneticament en una sola generaci6. Aix0 no només redueix el cost i
temps necessari per crear un nou model de malaltia, siné que contribueix a
realitzar el principi de les 3R de Iexperimentacié animal (reemplagar, reduir
i refinar) i disminueix el nombre d’animals utilitzats per crear el model de
malaltia.

El desenvolupament de nous models animals no humans amb CRISPR-Cas9
consisteix normalment en la injeccié de Cas9 i un o diversos gRNA directament
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al’embri6 de I'animal, o bé en la derivaci6 a partir de cel-lules mare embrionaries
amb la mutaci6 d’interés. Alternativament, també es poden crear models amb
les mutacions en oOrgans o teixits especifics a través de la injeccid sistémica de
la nucleasa en vectors virals amb tropisme per aquell organ o teixit concret. A
meés, la versatilitat del sistema CRISPR-Cas9 permet la manipulacié genética
d’un rang d’especies molt ampli, la qual cosa facilita la creacié de models de
malaltia més enlla dels organismes model en genetica (Caenorhabditis elegans,
Drosophila, peix zebra i ratolins) a organismes no tradicionals com la xinxa roja
(Pyrrhocoris apterus), escarabats, formigues i calamars.””

Els ratolins destaquen especialment per la similitud del seu genoma amb
I’huma i una cria relativament rapida i senzilla, caracteristiques que els
converteixen en models molt utilitzats per a la recerca biomedica. En aquest
context, les técniques d’edicié genomica resulten ttils per crear ratolins com
a models de diversos tipus de cancer, una malaltia causada per mecanismes
que involucren diverses mutacions genetiques. La possibilitat de modificar
diversos gens alhora permet generar models amb tumors de complexitat
similar a la dels pacients de cancer, com ara tumors cerebrals™ o la leucémia
mieloide aguda.” Aquests models s’utilitzen per identificar gens importants
en la regulaci6 del cancer i responsables del fenotip del tumor. Per exemple,
la identificacié del paper dels gens p53, LKBI i KRAS en el cancer de pulmd
va ser en un ratoli model d’adenocarcinomes de pulmé creat amb CRISPR-
Cas9.%

Depenent de la malaltia a modelar, alguns organismes resulten més
convenients que d’altres. Ledicié de la linia germinal amb CRISPR-Cas9 ha
facilitat la creacié de models de malalties amb mamifers com rates, conills,
porcs i, fins i tot, primats no humans.® Els porcs, per exemple, sén més
adequats que els ratolins en l'estudi de malalties cardiovasculars humanes
(e. g., infart de miocardi, dislipemies, desordres electrofisiologics) per la seva
major similitud a la fisiologia, anatomia i genética humana. Per exemple, la
mutaci6 de la fibrillina 1 (FBN1) amb ZFN en la linia germinal de porc per
transferéncia nuclear permet crear models de la sindrome de Marfan, que
causa desordres cardiovasculars i del sistema osteomuscular, utils per estudiar
la patogenesi i la base molecular de la malaltia i desenvolupar tractaments.*

Aixi mateix, en alguns casos, és preferible utilitzar models animals més
simples que el ratoli, com el peix zebra (Danio rerio) o el nematode C. elegans.
Tant 'un com l’altre es crien més de pressa i ocupen menys espai que el ratoli,
amb l'avantatge afegit que els seus embrions es desenvolupen a I'exterior (fora
de la mare) i son transparents, cosa que facilita I'estudi de les primeres fases
del desenvolupament. C. elegans es caracteritza per ser un animal invertebrat i
de mida petita, aixi que no esta subjecte a la Directiva Europea 2010/63/EU® i,
consegiientment, es poden utilitzar milers d’individus de C. elegans per provar
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l'efecte de diversos gens o farmacs en assajos preclinics. A més, toti que C. elegans
no té ni esquelet ni sistema circulatori, comparteix uns vint mil gens amb I’ésser
huma i molts dels quals realitzen funcions similars. Per aixo, és un model molt
practic per estudiar processos cel-lulars i moleculars a partir de l’alteracié de gens
concrets amb les tecniques d’edicié genomica.?* El peix zebra, en canvi, és un
animal vertebrat amb sistema circulatori i que comparteix la majoria de teixits i
organs amb els humans (excepte pulmons, prostata i glandules mamaries). Com
que els seus embrions sén transparents i es poden observar amb microscopi,
permet l'estudi dels processos d’angiogeénesi i de desordres neurologics sense
malmetre I'embrid. En aquest context, la modificaci6 geneética s’ha utilitzat per
crear peixos zebra models de cancer i de malalties musculars, per entendre els
mecanismes de la malaltia i provar farmacs.*>*

6.2. PEDICIO GENOMICA I LA RAMADERIA

La poblaci6 humana no para d’augmentar en nombre i sestima que
caldra incrementar la produccié d’aliments un 60 % per igualar la demanda
que hi haura I’any 2050.% Per tant, cal trobar sistemes eficagos per produir
més aliments i alhora reduir I'impacte ambiental de la ramaderia. La
seleccid artificial d’animals ha tingut un gran impacte en I’increment de
la productivitat del bestiar i, avui dia, les tecnologies d’edicié genomica
ofereixen 'oportunitat de produir bestiar més sa i productiu.

En els darrers anys, shan desenvolupat diverses estrategies basades en
l'edici6 genomica que facilitarien el control de les malalties infeccioses en
bestiar. N’és un bon exemple la creaci6 de porcs resistents al virus de la sindrome
reproductiva i respiratoria porcina (PRRSV, de I’angles porcine reproductive and
respiratory syndrome virus), la malaltia infecciosa de porcs més problematica
arreu del mon. La disrupcié del gen CDI63, utilitzant CRISPR-Cas9, va donar
lloc a porcs completament resistents al PRRSV que no s’havien pogut aconseguir
utilitzant les tecniques d’edicié genética tradicionals basades en la transgénesi.*®
Similarment, sThan desenvolupat porcs que podrien ser tolerants al virus de
la pesta porcina africana,® bous tolerants a la tuberculosi® i altres animals
resistents o tolerants a altres infeccions viriques o bacterianes.”

Una altra aplicacié de ledicié genomica és millorar la productivitat
dels animals. La disrupcié del gen de la miostatina (MSTN) amb nucleases
dirigides ha donat lloc a porcs, bous i ovelles amb més massa muscular i
menys greix. Tot i aixo, actualment, el salmé AquAdvantatge és I'tinic
animal modificat geneticament aprovat per al consum huma als Estats Units
d’Ameérica i el Canada.”” El salmé AquAdvantatge conté una modificacié en
la regulacié de ’hormona del creixement que impedeix que el seu creixement
s’interrompi durant l'estacio freda, aixi que el seu creixement es redueix de
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tres anys a només entre setze i divuit mesos. A diferéncia dels animals amb
alteracions en la miostatina, el salmé modificat geneéticament té la mateixa
mida i propietats que la variant sense modificar, fet que explica la seva
aprovacid per al consum huma.

Un altre cas es tracta d’un vedell editat geneticament amb CRISPR-Cas9
per introduir una copia al cromosoma X del gen SRY, que normalment es
troba al cromosoma Y determinant el sexe masculi de I'individu.”” El vedell
modificat geneticament seria de sexe masculi tot i tenir dos cromosomes X, ja
que un dels dos cromosomes X conté el gen SRY que activa el desenvolupament
de I'embrié com a mascle. A més, la seva progeénie donaria lloc a un 75% de
mascles iun 25 % de femelles. Lobjectiu final d’aquesta modificaci6 és incrementar
la proporcié de vedells mascles que neixen, ja que requereixen un 15 % menys
d’energia per incrementar el seu pes muscular que una femella i, per tant, sén
més eficients en I’s de I'aliment.

Altres aplicacions de l'edicié genomica en bestiar s6n la millora de la
seguretat alimentaria o del benestar animal. La regulacié i el possible us
d’aquests animals modificats genéticament és un repte etic i requereix un
debat plural. Un bon exemple n’és la introduccié d’una variant al genoma de
bou que impedeix la formaci6 de les banyes,” fet que estalvia el dolords procés
d’eliminar les banyes a les cries. En aquest cas, a més, es va detectar la insercié
de DNA plasmidic al genoma dels bous, subratllant la importancia de definir bé
els riscos i conseqiiencies de ’aplicacio de les tecniques d’edicié genomica.

6.3. APLICACIONS FUTURES DE L’EDICIO GENOMICA EN ANIMALS

A més del desenvolupament de models animals de malaltia i la millora de les
propietats del bestiar, les tecniques d’edici6 genomica aplicades a animals obren
la porta a noves aplicacions que plantegen debats étics, socials, economics i de
regulaci6. En aquesta seccié es comenten tres d’aquestes aplicacions: la millora
dels xenotrasplantaments, la desextincié d’especies i I'impuls genetic.

El xenotrasplantament és el procés de trasplantar cellules, teixits o organs
d’una espécie a una altra i, darrerament, la recerca en aquest tema ha guanyat
popularitat per la davallada progressiva de disponibilitat de donants humans.*
Els porcs es consideren els millors candidats com a donadors d’organs a humans
per tenir una mida i fisiologia semblants, juntament amb una alta disponibilitat.
Tot i aixo, hi ha diversos riscos relacionats amb la immunocompatibilitat
i la transmissi6 de microorganismes i virus porcins al receptor huma. Les
tecniques d’edicié genomica, en especial CRISPR-Cas9, ofereixen I'oportunitat
de modificar geneticament els porcs destinats a la donaci6 d’organs per
evitar o eliminar alguns d’aquests riscos. Un exemple de riscos a evitar és
la transmissié dels retrovirus endogens de porc (PERV, de l'angles porcine
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endogenous retrovirus), que son retrovirus integrats al genoma de porc i es
podrien transmetre als humans a través d’'un xenotrasplantament. Utilitzant
CRISPR-Cas9 per introduir seixanta-dues modificacions al genoma de porc, es
poden inactivar tots els PERV del genoma i eliminar el seu risc de transmissié
a céllules humanes.”” Actualment, sestan duent a terme assajos preclinics
per valorar la seguretat i efectivitat del xenotrasplantament d’organs de porcs
modificats geneticament a primats no humans,” alhora que es treballa per crear
una legislaci6 que garanteixi la seguretat de futurs assajos clinics i es consideren
les implicacions étiques d’aquesta practica.

La desextincio és el procés de recrear o causar el renaixement d’una espécie
préviament extingida per complet. N’és un exemple la desextincié de la cabra
pirinenca. E1 1999 tan sols quedava un exemplar viu de I'espécie al Parc Natural
d’Ordesa, als Pirineus, que es va capturar per extreuren una mostra d’orella
i es va alliberar de nou fins que es va trobar morta I’any segiient. E1 2003 es
va utilitzar la mostra de teixit de I'altim exemplar de l’especie per intentar
clonar-lo i desextingir la subespecie. Per fer-ho, es va transferir el nucli d’una
céllula somatica de la mostra de teixit a un ovul d’'una cabra domestica. Tot i
implantar diversos embrions, tan sols va néixer un individu que va morir al cap
de set minuts després del part per un problema respiratori. Tot i aix0, la cabra
nascuda era idéntica genéticament a I’tltim exemplar de cabra pirinenca, aixi
que el seu naixement se sol considerar la primera desextinci6.”

Actualment, es treballa per desextingir el mamut llanut a partir de restes
congelades del seu DNA. A diferéncia de la cabra pirinenca, la quantitat de
DNA de mamut conservada és insuficient per transferir un nucli a un ovul
d’una especie similar i clonar l'espécie directament. Per aixo, les técniques
d’edicié genética tenen un paper fonamental en la desextincié del mamut, ja
que permetrien introduir gens de mamut a un genoma d’elefant actual per
reproduir algunes de les caracteristiques del mamut llanut com el pelatge
espes o I’hemoglobina adaptada al fred.'”® Tot i que el treball en desextincié
suposaria aven¢os molt significatius en les tecnologies d’edicié del DNA i
permetria millorar ecosistemes que I’ésser huma ha destruit, sovint es critica
perqué rep finangament que alternativament es destinaria a programes de
conservacio de les espécies actuals.

L'impuls genetic és una altra aplicacié de les tecniques d’edici6 genetica que
podria tenir repercussions importants. Limpuls genetic és la idea de propagar
un caracter genetic alterat a través d’una poblaci6 salvatge a una velocitat
superior que la de I’herencia convencional. De fet, és un procés fonamental per
tal que canvis genomics introduits en un o pocs individus puguin estendre’s
a les poblacions. La técnica es basa a utilitzar CRISPR-Cas9 perqueé el 100 %
dels descendents d’un encreuament entre un organisme modificat i un de
salvatge heretin el caracter alterat, a diferencia del 50 % que s’obtindria en un
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encreuament convencional. Aixi, a partir de la introduccié d’un cert nombre
d’organismes modificats geneticament amb el sistema d’impuls genetic, el
caracter alterat es propaga per la poblacié salvatge a mesura que sencreua
amb la modificada.

Per aconseguir que el 100 % dels descendents tinguin el caracter alterat,
l'organisme amb el sistema d’impuls genetic conté CRISPR-Cas9 al seu
genoma. Quan aquest s'aparella amb un organisme salvatge, els descendents
adquireixen una copia del sistema d’impuls genetic i una copia normal de
l’altre progenitor. Durant el desenvolupament primerenc, la copia de CRISPR-
Cas9 integrada al sistema d’impuls genetic talla la copia normal. Aquest
tall es repara utilitzant el sistema d’impuls genétic com a model, i resulta
en descendents que tenen dues copies de la variant modificada per impuls
genétic. Com a resultat, els descendents passaran el sistema d’impuls genetic
al 100 % de la propera generacié (figura 9).

La tecnica de l'impuls genetic té el potencial d’alterar poblacions
senceres i, per tant, modificar ecosistemes sencers. Un dels riscos és que els
caracters alterats es propaguin més enlla de la poblaci6 objectiu,'® tot i que
les tecniques més recents permeten controlar I'abast de 'impuls genetic a
través d’eficiencies de transmissi6 del caracter alterat inferiors al 100 % i la
introduccié progressiva d’individus modificats a la poblacié salvatge. S’ha
proposat utilitzar I'impuls genetic per reduir o eliminar les malalties que es
transmeten a través dels insectes (com la malaria o el dengue), controlar les
especies invasores o revertir la resistencia als insecticides de les plagues. De
moment, s han realitzat proves d’impuls genétic en poblacions controlades
i aillades de I'exterior i s’Tha comencat a assajar els efectes de l’alliberaci6 de
mosquits modificats geneticament pero esterils al medi exterior.'> Caldra
esperar uns anys per veure les primeres aplicacions de I'impuls genétic en
el medi natural i si els resultats son tan prometedors com sembla d’entrada.
Mentrestant, cal estudiar els efectes que 'impuls genetic tindria en els
ecosistemes i la dinamica evolutiva de les espécies a que afecta. De fet és una
técnica que podria permetre no tan sols modificar alguns individus, sind
dirigir I'evolucid, per tant, representa un pas enorme en les implicacions de
'edicié genomica.
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FiGuraA 9. Funcionament de 'impuls genétic. Els descendents d’un mosquit amb impuls genétic
i un de salvatge tenen una copia amb el sistema d’impuls genetic i una altra normal. En les
etapes primerenques de desenvolupament, el sistema CRISPR-Cas9 integrat a 'impuls genétic
talla la copia normal i aquest tall es repara utilitzant el sistema d’impuls genétic com a motlle.
Com a resultat, el 100 % dels descendents transmetran el sistema d’impuls genetic. D’altra
banda, en I’heréncia estandard els caracters mutats es propaguen lentament perqué tan sols el
50 % dels descendents I’hereten, en I’heréncia amb impuls genetic els caracters modificats es
propaguen rapidament perque el 100 % dels descendents hereten el gen modificat. Adaptada
de Scudellari, 2019.
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7. PEDICIO GENOMICA EN ELS HUMANS

El rapid desenvolupament de les tecniques d’edicié genomica planteja la
possibilitat d’alterar trets humans de manera precisa, la qual cosa obre la porta
a modificacions de la biologia humana que resultaven impracticables fins al
moment. El potencial terapéutic d’aquestes técniques és enorme i el seu ambit va
des de corregir o fer front a malalties genétiques a alterar certs receptors cel-lulars
per prevenir, per exemple, infeccions com el VIH. Pero, a més de les aplicacions
terapéutiques, les técniques dedicié genomica possibiliten aplicacions que
requereixen un debat étic i una regulaci estricta, com els anomenats bebés a la
carta o la millora de les qualitats humanes.

A més, les conseqiiencies de I'edicié varien molt segons I'eleccié de la regid
genomica i les cellules a modificar. Ledicié de céllules de la linia germinal (les
que formaran els gametes) o de lalinia somatica és relativament semblant des del
punt de vista tecnic pero té implicacions que difereixen radicalment. Els canvis
del genoma d’una cel-lula somatica tan sols es propaguen a la descendéncia
d’aquella céllula, cosa que dona lloc a teixits mosaic amb part de cel-lules
editades i part de céllules no editades. En aquest cas, la persistencia de les
modificacions es limita ala durada de la vida de I'individu com a maxim, ja que
no es transmet a la descendencia. En canvi, la modificacié del genoma d’una
céllula germinal té el potencial per crear un individu en queé la major part
de les céllules tindran la mateixa modificacid, incloent-hi les seves cél-lules
germinals, de tal manera que la manipulacid es transmetra a la descendencia.

En aquesta seccidé sexploren els beneficis i reptes de I’edicid terapeéutica de
céllules humanes segons si pertanyen a la linia somatica o germinal i els riscos
associats a la millora de trets humans.
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7.1. PEDICIO DE LA LINIA SOMATICA EN TERAPIA

La terapia genica consisteix a transferir DNA a les cellules d’un pacient per
corregir un gen defectuds o els seus efectes per tal de tractar malalties que no es
podrien curar amb farmacs convencionals. Els primers assajos clinics de terapia
genica es van realitzar durant la decada de 1990, pero no va ser fins al 2017
que la FDA (seguida el 2018 per I’Agencia Europea de Medicaments [EMA])
va aprovar la primera terapia génica, voretigen neparvovec. Aquesta, utilitza
un vector viric per introduir una copia correcta del gen RPE65 a les cellules
de la retina, amb la qual cosa repara les mutacions que provoquen I'amaurosi
congenita de Leber (ACL) i millora la visié de les persones afectades. De fet,
les primeres terapies geniques desenvolupades es basen a usar vectors per
introduir fragments genomics correctes que reemplacin els fragments mutats
que causen malalties.’”>!'** Els avencos en les tecniques d’edicié genomica
permeten plantejar un altre tipus de terapia génica basada a utilitzar nucleases
com CRISPR-Cas, ZFN o TALEN per reparar la mutaci6 que causa la malaltia
o els seus efectes. Aquesta seccio se centra en aquest darrer tipus de terapies,
de les quals hi ha diversos assajos clinics en marxa i és previsible que algunes
arribin al mercat en els propers anys.
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els limfocits CAR T OO
modificats
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modificats s'introdueixen
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F1Gura 10. Terapia génica ex vivo basada en limfocits CAR T modificats utilitzant CRISPR-Cas9.
Adaptada de Li et al., 2020.'°
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La majoria d’assajos clinics son de terapies geniques ex vivo, és a dir, que
involucren la modificacié genética de cellules a l'exterior de I'organisme
seguida pel trasplantament de les cél-lules editades al pacient. Ledici6 ex vivo
ofereix avantatges respecte a l’'edicié in vivo, com facilitar 'entrada dels enzims
d’edicié genomica a les cél-lules a editar o evitar respostes immunologiques
que comprometin la seguretat del tractament. Aixi, no és sorprenent que els
primers assajos clinics d’edicié genomica siguin ex vivo per tractar malalties
de la sang com I'anemia falciforme i la B-talassemia. Lestratégia de tractament
consisteix a obtenir céllules mare hematopoetiques del pacient, editar-les
amb ZFN o CRISPR-Cas9 perque produeixin la forma fetal de ’hemoglobina
(que normalment es deixa de produir durant els primers mesos de vida) i
reintroduir-les al pacient per tal que la forma fetal de ’hemoglobina assumeixi
la funci6 de I’hemoglobina adulta afectada per 'anemia falciforme o la
B-talassemia.'” Un altre tipus de terapies ex vivo amb diversos assajos clinics
en marxa és l’edicié de limfocits T, ja que son accessibles i tenen el potencial
de ser utilitzats com a immunoterapia contra el cancer. En concret, CRISPR-
Cas9 s’utilitza per millorar les caracteristiques de limfocits T modificats amb
un receptor d’antigens quimeric (cellules T CAR) que reconeix un marcador
tumoral i, per tant, dirigeix ’eliminaci6 de tumors (figura 10)."°

En les terapies d’edicié genomica in vivo, les nucleases que editen el DNA
son el farmac en si mateixes. L'aplicaci6 actual d’aquestes terapies esta limitada
en bona part pels métodes d’introduccié dels enzims d’edicié6 de DNA a les
céllules somatiques a editar. Per aixo, els assajos clinics en marxa es limiten a
malalties que es puguin tractar editant teixits de facil accés. Les malalties dels
ulls, per exemple, sén bones candidates per la facilitat d’accedir a la retina,
pel privilegi immune de l'ull que redueix el risc de resposta immune als
vectors o als gens externs, per la poca circulacié entre I'ull i la resta del cos que
redueix el risc d’editar altres teixits, i pel baix reemplagament de les cél-lules
editades que millora la probabilitat que el tractament persisteixi més temps.
Lassaig clinic d’edicié genomica in vivo més avangat avui dia és precisament
per tractar I'amaurosi congenita de Leber, editant cellules de la retina amb
CRISPR-Cas9.”

En els anys vinents, sespera observar els primers assajos clinics basats
en les tecniques d’edicié genomica més modernes com el base editing o el
prime editing, que permetrien corregir cap a un 90 % de les 75.000 variants
patogéniques humanes descrites a ClinVar.?* Tot i aix0, no és previsible que
se sobrepassi el marc d’actuaci6 actual de malalties monogeniques. A més,
fins que no hi hagi una millora en els sistemes d’introduccié dels enzims
d’edicié de DNA a les cel-lules somatiques a editar, és previsible que es limitin
a terapies ex vivo o de teixits accessibles externament.'”® Aquestes limitacions
son precisament les que desperten I'interes en I'edici6 de la linia germinal.
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7.2. PEDICIO GENOMICA GERMINAL

Mentre que els tractaments basats en I'edicié de la linia somatica tenen
problemes, sobretot técnics, 'edicié de la linia germinal requereix un debat
etic molt més complex. Ledicié de la linia germinal consisteix a modificar
geneticament o bé els gametes utilitzats per a la fecundacié in vitro (FIV), o
bé un zigot o un embrié en els primers estadis del desenvolupament. Si aquest
embrid s’implanta, I'individu que en neixi tindra I'edicié en la majoria, o en
tots, els teixits del cos, incloent-hi les céllules germinals que transmetran la
modificacié als descendents de I'individu. Aixi, mentre que les conseqiiencies
del'edici6 somatica es limiten a la vida de I'individu, les de I’edicié germinal es
transmeten generacid rere generacio, motiu pel qual cal tenir especial atencié
a les possibles conseqiiencies negatives i les implicacions no estrictament
biologiques.

Ledicié d’embrions humans per a us en recerca biomedica ha demostrat
que cal tenir en compte les limitacions de les técniques d’edicié genomica
actuals i que, per tant, I’edici6 germinal no es pot utilitzar com a tractament.'”
Aixi doncs, l’edici6 de la linia germinal per a qualsevol altre Gs que no sigui
recerca esta prohibida arreu del mén. Les limitacions técniques inclouen que
les mutacions provocades amb nucleases com CRISPR-Cas9 no sén sempre
les desitjades i que hi ha risc d’edicions fora de la regié d’interés. A més,
com que l'eficiencia d’aquestes técniques no és total, hi ha el risc que algunes
cellules de I'embrié no es modifiquin i I'individu resultant sigui un mosaic
en que no totes les cellules tinguin la mutacié que cura la malaltia (figura
11)."° Ledicié de gametes en comptes de zigots o embrions permetria evitar
algunes d’aquestes limitacions, ja que totes les cellules de 'embrié format
serien ideéntiques (i s’evitaria el mosaicisme) i aixo permetria seleccionar amb
tota certesa aquells embrions amb la mutacié correcta. Tot i aix0, les téecniques
d’edicié de gametes encara estan en desenvolupament.

Arribatel punten quéledicio delalinia germinal fos prou eficagisegura, caldria
tenir una discussio publica i plural sobre el seu impacte social i etic per limitar les
seves aplicacions als casos en que fos estrictament necessari. Lambit més factible
d’aplicacié de I'edicié germinal seria el de corregir mutacions que els progenitors
volen evitar passar a la descendéncia. En aquest cas, pero, hi ha alternatives com
I'adopcié o, si volen tenir un descendent relacionat biologicament, utilitzar el
diagnostic preimplantacional per seleccionar els embrions que no heretin la
mutacid. Aixi doncs, I'edici6 de la linia germinal es limitaria segurament a aquells
casos en que la probabilitat de tenir un descendent biologicament relacionat
sense la mutacié sigui molt baixa, ja que es pot plantejar que és millor corregir
els embrions que produir-ne molts per descartar-ne la majoria i trobar-ne algun
sense la mutacid."! D’altres casos en que l'edicié germinal podria ser la resposta
és en el tractament de malalties en que I'edici6 somatica no fos del tot efectiva.
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Problemes en el diagnostic: Problemes en I'edicié genomica:

Embryo
Cel-lula mutada Edicid
L genomica Ceél-lules corregides
R amb amb CRISPR-Cas9

Cél-lula normal y CRISPR-Cas9 —

Queden algunes
cél-lules no corregides

Cél-lula seleccionada
per fer una biopsia
de I'embrid

F1GURAa 11. Mosaicisme de les edicions genétiques en embrions. Els embrions poden ser un mosaic
de cel-lules amb diverses mutacions, fet que pot conduir a diagnostics equivocats (esquerra). Quan
sediten embrions amb CRISPR-Cas9, com que el procés no és 100 % eficient, es crea mosaicisme
perque part de les cél-lules no s'ha editat. Adaptada de Ledford, 2019."°

Exemples en serien la fibrosi quistica o la distrofia muscular, ja que les terapies
somatiques que sestan estudiant actualment actuen tan sols en alguns dels teixits
afectats per aquestes malalties i, en canvi, l'edicié de la linia germinal facilitaria
curar la malaltia en tots els teixits.'?

El primer intent d’editar la linia germinal en humans es va donar a coneixer
el novembre de 2018 i tenia com a objectiu crear humans resistents a la infeccié
del VIH. Per fer-ho, un equip liderat per He Jiankui, aleshores membre de la
Universitat de Ciéncia i Tecnologia del Sud de Shenzhen, a la Xina, va intentar
recrear una mutacio al gen CCR5 que es troba naturalment en algunes persones
iestaassociat ala resistencia al VIH. Lobjectiu era que els individus nascuts amb
l'edici6 fossin resistents al virus, tot i que un estudi publicat uns mesos després
de experiment va concloure de manera independent que la delecié introduida
podria escurcar la vida dels individus. Aixo subratlla un aspecte important de
les terapies géniques: fins i tot quan s’ha introduit el canvi genetic desitjat, és
dificil assegurar que l’alteracié introduida no té conseqiiencies inesperades
que puguin afectar altres processos biologics. Per aixo, és important assegurar
que el gen escollit i els efectes de la mutaci6 introduida es coneixen prou abans
d’utilitzar-los com a terapia.

A més, aquest estudi és polémic per diversos motius. En primer lloc, les lleis
de diversos paisos, la Xina inclosa, prohibeixen I'edicié de la linia germinal
com a terapia. Que I'experiment es dugués a terme demostra la complexitat de
regular estrictament I’tis de les tecniques d’edicié genomica i els possibles riscos
del seu mal us. En segon lloc, diversos cientifics han indicat que hi ha tecniques
alternatives per aconseguir 'objectiu de la mutaci6 introduida i que, per tant,
I'ts de I'edicié genomica com a darrera opcié no esta completament justificat.
Finalment, també ha estat criticat per la falta de transparencia en el procés i per
no propiciar un debat public sobre I’ética de l'experiment abans de fer-lo.'"* A
causa d’aquest escandol, diversos cientifics van proposar una moratoria global
sobre l'edicié genomica en la linia germinal fins que s’aclareixin els aspectes
etics i técnics, pero al final no es va fer efectiva. Les conseqiiencies etiques de
l'edicié genomica en la linia germinal es tracten al capitol segiient.
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7.3. LA MILLORA DE LES QUALITATS HUMANES PER MITJA DE L’EDICIO
GENOMICA

Les terapies d’edicié genomica tenen com a objectiu tractar una condici6
genetica, canviant de manera precisa el genoma per millorar els simptomes o,
finsitot, revertir els efectes patologics de la malaltia. En canvi, la millora genética
consisteix a «millorar» I'individu o els descendents per tal de proporcionar
qualitats diferents que no estan codificades en el genoma i que es consideren
beneficioses. El canvi de concepte entre tractar i millorar comporta un seguit de
problemes étics importants.

Primer, la distinci6 entre quines condicions s6n malalties i quines no es pot
difondre en alguns casos i depén del context. Les caracteristiques humanes sén
fruit de moltes variants genetiques i abasten un espectre divers, de manera que
el concepte de que és normal i qué no ho és canvia per a cada persona. Per
exemple, tothom estaria d’acord que la malaltia de Tay-Sachs no és normal i que
s’hauria de classificar com a malaltia per les seves conseqiiencies indesitjables,
pero la distincié no és tan clara en el cas de la sordesa genética. Malgrat que no
és consistent amb el rang de capacitats associades tipicament a 'espécie humana,
aquesta caracteristica inclou I'individu en una comunitat de persones també
afectades per sordesa genetica, alguns dels quals rebutgen la idea que la sordesa
hauria de ser curada o tractada. Un exemple en seria una parella de sords que
preferirien que el seu fill també fos sord per compartir amb ells 'experiencia de
viure amb aquesta condicié.!* El cas del daltonisme seria encara més clar, ja que
és una condici6 que no ha de considerar-se una anomalia, tot i ser minoritari
(7 % dels homes). Cal, doncs, tenir en compte que el concepte de malaltia no és
objectiu ni neutre, sind un resultat social que pot estar influit per factors més
enlla de la biologia de la condicio.

En segon lloc, lalinia que separa terapia i millora es pot arribar a desdibuixar
en molts casos. La millora és alterar les capacitats humanes més enlla del nivell
tipic de l’espécie o el rang normal de funcionament, o qualsevol intervenci
no terapéutica per canviar un tret huma. El tractament, en canvi, és restaurar
el funcionament normal i si sanés més enlla es consideraria millora. Per bé
que la distinci6 sembla senzilla, en determinades ocasions resulta confusa. Per
exemple, no esta clar si s’hauria de considerar terapia o millora el fet d’editar
el genoma per introduir una variant que una petita part de la poblacié té de
manera natural i que redueix el nivell de colesterol en sang. Tampoc queda clar
si la correccié de la mutaci6 del gen BRCA per evitar el risc elevat de cancer
s’hauria de considerar tractament per la seva naturalesa preventiva. Fins i tot,
a vegades podria resultar impossible separar el tractament de la millora. Un
exemple seria que, en el suposit que es tractés un individu per restaurar la seva
funcié muscular normal, s’intentés anar una mica més enlla del que és restaurar
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la funcié normal per aconseguir millors resultats fins i tot en el cas que l'eficiencia
del tractament no fos del 100 %. En aquells casos en queé l'eficiencia fos més alta
de l'esperada, s’hauria introduit una millora de manera involuntaria.

Lexemple de I’hormona del creixement, tot i no ser del camp de l'edici6
genomica, il-lustra la dificultat de separar clarament prevencio, terapia i millora.
Inicialment, el tractament amb hormona de creixement es restringia a aquelles
persones amb nivells d’hormona inferior als normals. Més endavant, es va
ampliar a les persones amb una estatura inferior al primer percentil d’altura per
la seva edat, independentment dels nivells naturals de ’hormona en I'individu.
Fins i tot, d’altres amb altura normal van utilitzar ’hormona de creixement
per millorar la seva forga i altura per sobre la mitjana. El fet que I’hormona
de creixement se sol administrar a infants, massa joves per prendre decisions
per si mateixos, safegeix a la complexitat de I'assumpte. Actualment, 1'ts de
I’hormona de creixement s’ha regulat estrictament i tan sols es permet si els
nivells d’hormona sén inferiors als normals o si I'altura és significativament
inferior ala normal. Aquest us per si sol requereix decisions complexes, ja que no
esta clar que la baixa estatura sigui una condicid a tractar i més tenint en compte
els possibles efectes adversos del tractament amb hormona de creixement.!'?

De manera similar, és possible que en un futur llunya l'edicié genomica
permeti alterar caracters complexos per als quals encara no coneixem bé les
bases biologiques i genétiques. Alguns exemples podrien ser la intel-ligéncia, els
trets facials i la capacitat esportiva. El debat sobre els aspectes positius i negatius
de la millora geneética d’aquestes caracteristiques és un tema actiu de discussid
en bioetica. Alguns filosofs com Michael Sandel soposen a la millora genética
d’embrions, justificant que incrementaria les desigualtats entre els qui hi tenen
accés i els que no, la qual cosa afegiria desigualtats biologiques a les socials que
existeixen avui dia. A més, critiquen que pressionaria en excés tots els qui hi
tinguessin accés a optar per la millora en comptes de l'opcié natural.'® D’altres,
com Julian Savulescu, justifiquen la millora genetica d’embrions igualant-ho
amb ’s de farmacs o participacio en activitats extraescolars que milloren les
capacitats cognitives i esportives dels infants, i alguns indiquen, fins i tot, que els
progenitors tenen l'obligacié moral de proporcionar la millor vida possible als
seus descendents."® En qualsevol cas, és important que hi hagi un debat plural i
divers sobre la millora de les qualitats humanes utilitzant les técniques d’edicié
genetica abans no sigui massa tard."”
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8. IMPLICACIONS ECONOMIQUES,
LEGALS, ETIQUES I SOCIALS

Les aplicacions de les técniques d’edicié genomica transcendeixen arreu dels
dominis de les ciéncies de la vida. Aixi mateix, el seu potencial transformador
impacta la societat en I’ambit economic, etic i cultural. Es preveu que
aquest impacte vagi encara més enlla a mesura que se solucionin els problemes
técnics i es desenvolupin noves aplicacions basades en aquestes tecniques.
Per aixo, és essencial comencar a discutir 'impacte d’aquestes técniques per
assegurar que les millores introduides i la transformaci6 de la societat sigui
beneficiosa per a tots i eviti els possibles riscos que se’n puguin derivar. Com
que la regulacié legal de les técniques d’edicié genomica en l'alimentacio i
l'agricultura s’han discutit anteriorment, aquesta secci6 se centra en I'impacte
economic d’aquestes tecniques, la disputa per la patent de CRISPR-Cas9,
I'impacte social de I’edici6 de la linia germinal i la seva percepcié publica.

8.1. PANORAMA DE LES PATENTS DERIVADES DEL CRISPR-Cas9

Les tecniques d’edici6 genomica es poden aplicar a gairebé totes les industries
que involucren sistemes biologics. A més, el seu Us clinic com a terapies géniques
promet oferir la cura d'un bon nombre de malalties greus ben aviat. Juntament
amb la resta d’avencos actuals en el camp de la biotecnologia, es preveu que els
anys vinents s’hi observara una biorevolucié que transformara lagricultura,
la salut i que incorporara organismes vius en la creacié de materials i energia.
Les industries que treballin en aquests camps podrien rebre un 30 % del total
de la inversi6 privada en recerca i desenvolupament.'® Si bé a la propera década
la majoria d’inversié es dedicara a aplicar el coneixement biologic obtingut per
les Omiques, gracies a les técniques d’analisi de dades i d’intel-ligéncia artificial, es
calcula que els propers vint anys la importancia de les técniques d’edicié genomica
els faci passar a captar del 30 % d’inversions al 70 %.""® Tot aixd acompanyat d'una
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crescuda de I'impacte economic anual total de la bioindustria, que d’aqui a vint
o trenta anys podria créixer d’1 bili6 a 4 bilions (milions de milions) de dolars
nord-americans (figura 12).

Vist 'impacte economic que les técniques d’edicié genomica podrien
tenir en els anys que venen, les patents que asseguren l'exclusivitat del seu
us comercial tenen una importancia cabdal. El procediment de patentar
productes i téecniques biologiques difereix arreu del mén. A la Unié Europea es
poden patentar seqiiencies genetiques, encara que siguin naturals, sempre que
s’indiqui I’ts i 'aplicacié industrial. Als Estats Units, en canvi, no es poden
patentar seqliéncies genetiques identiques a les que es troben a la natura, ja
que es considera que el seu descobriment no és cap creacié ni novetat perque
ja es trobaven a la natura.

1,0 2,7 4,1 bilions d’USD
m

Altres
B Modificar la biologia humana
Modificar la biologia d’animals, plantes i microbis
B Aplicar els coneixements extrets de dades biologiques

Horitzé temporal

Curt (2020-30)  Mitja (2030-40)  Llarg (2040-50)

Ficura 12. Distribucié de I'impacte economic de les aplicacions biologiques segons la
plataforma tecnologica. L'impacte total de les industries basades en processos biologics
creixeria d’un bili6 a quatre bilions de dolars nord-americans. Les aplicacions basades en el
coneixement de dades biologiques representen la major part de I'impacte economic creat a
curt termini, pero les aplicacions basades en edicié genomica passarien de representar el 30 %
del total al 70 % de ’'impacte economic en un termini de vint a trenta anys. Adaptada de
McKinsey Global Institute, 2020."®

Per tant, pel que fa al sistema CRISPR-Cas9, a Europa es podria patentar
el gen que codifica I'enzim Cas9 tal com es troba a la natura si s’indica la seva
aplicacié industrial. En contrast, als Estats Units només es poden patentar
els metodes i components modificats especificament respecte a la seva forma
natural per tal que el gen desenvolupi I'aplicacié industrial patentada. El cas
de les primeres patents de CRISPR-Cas9 als Estats Units involucra una disputa
entre els dos actors principals de 'adaptacié de CRISPR-Cas9 com a técnica
d’edicié genética que dura des del 2012. D’una banda, la patent sol-licitada per
la Universitat de California, a Berkeley, la Universitat de Viena i la cientifica
Emmanuelle Charpentier (grup al qual se sol referir com a CVC) es basa en
el treball de Jinek et al. publicat I'agost de 2012' i demostra la fusié entre els
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dos fragments d’RNA per formar el gRNA i I'us de CRISPR-Cas9 per editar
sequiencies de DNA in vitro. De l'altra, la patent del Broad Institute, el MIT i el
cientific Feng Zhang (grup al qual se sol referir com a Broad) es basa en el treball
de Cong et al. publicat el febrer de 2013'* i patenta les modificacions del sistema
CRISPR-Cas9 que permeten l’edicié genomica en eucariotes.

Tot i que la sollicitud de patent de CVC es va fer el maig de 2012 i la del Broad
el desembre de 2012, la patent del Broad es va concedir primer (I’abril de 2014)
perque el Broad havia sollicitat la tramitaci6 rapida de la seva sollicitud. Als
Estats Units, quan dos grups d’inventors reclamen invencions que s'encavallen,
té prioritat I'inventor que pugui demostrar que va ser el primer que va portar
a la practica I'invent. Per aixo, el 2015, la CVC va demanar que es declarés
una interferencia entre la seva patent i la del Broad, justificant que l'edicié
de cellules eucariotes és una extensié obvia de la seva feina demostrant
'edici6 in vitro de DNA purificat i que, a més, la CVC havia plantejat 'edicié
en eucariotes abans que el Broad. La resolucié de la interferéncia el 2017 va
determinar que els clams de les dues patents es refereixen a dues invencions
diferents (la patent dela CVC, ala creacié del gRNA, ila del Broad, al'adaptacio
de CRISPR-Cas9 per editar cellules eucariotes) i que, per tant, 'adaptacié de
Cas9 per usar en cél-lules eucariotes no és obvia a partir de la feina feta per la
CVC. Aleshores, la CVC va aportar nous clams que van derivar a declarar una
segona interferencia. Aquest cop, la junta d’avaluacid es va centrar a comparar
quin grup té 'evidencia experimental més clara de la primera demostraci6 que
CRISPR-Cas9 funciona en céllules eucariotes. El 10 de setembre de 2020, la
junta va concedir prioritat a la patent del Broad perque les evidéncies indiquen
que van ser els primers. Tot i aixo, la CVC encara és a temps d’aportar més
evidéncies per tal que la decisi6 canvii. De moment, pero, tot fa pensar que
el Broad aconseguira mantenir la patent d’edici6 de céllules eucariotes amb
CRISPR-Cas9 i la CVC tindra una patent menys especifica dels usos de
CRISPR in vitro.'”

Al final, la importancia practica de la decisio sobre aquestes patents en
concret pot ser relativament baixa. Les innovacions relacionades amb CRISPR-
Cas9 s’han anat diversificant en composicions alterades i usos nous que s"han
patentat per separat, la qual cosa ha format un panorama de patents entorn
CRISPR molt complex. Aixi, un bon nombre de les aplicacions comercials de
les técniques d’edicié genomica depenen de patents que no sén les que estan
en disputa entre el Broad i la CVC. A més, el panorama de patents relacionades
amb CRISPR canvia molt a Europa (on la CVC té la prioritat sobre la patent
original) i altres regions del mon.

Laccés a les tecnologies d’edicié genomica relacionades amb CRISPR
depén en part del sistema de patents. Per aixo, la idea de patentar invencions
desenvolupades en universitats a partir de finangament public (com CRISPR-
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Cas9) ha despertat dubtes sobre si és correcte. D’altra banda, en alguns casos
aquestes patents son la base d’invencions biotecnologiques que acaben resultant
en productes i serveis beneficiosos per a la societat. El repte és trobar el balang
entre proporcionar prou llibertat i transparéncia per promoure I'aven¢ de la
investigacio cientifica alhora que mantenir cert grau de control per incentivar
la innovacié privada i el desenvolupament comercial. Lobjectiu del programa
de patents de les universitats no ha de ser generar el maxim de beneficis siné
integrar-lo a la seva missi6 social i economica.

En la practica, aix0 es tradueix en regulacions diferents segons el proposit
de I'as de la tecnica. Pel que fa a recerca acadeémica i sense anim de lucre,
les institucions inventores solen compartir els materials biologics creats
lliurement a través d’Addgene, una organitzacié sense anim de lucre. Ara bé,
els usos comercials i en recerca privada estan regulats per patents. El Broad ha
concedit llicencies d’ts exclusiu per a aplicacions terapeutiques a Editas i altres
spin-offs (empreses derivades) creades pel mateix institut. Similarment, la
CVC ha concedit llicencies d’ts exclusiu a la seva spin-off Caribou Biosciences.
Aquestes spin-offs, al seu torn, proporcionen subllicéncies per a aplicacions
concretes a diverses empreses no associades a la universitat.

El fet que les spin-offs amb llicéncies exclusives concedides per la universitat
no es dediquin tan sols a proporcionar subllicéncies a altres empreses i, en canvi,
tinguin com a objectiu desenvolupar nous productes a partir de les llicéncies
podria limitar l'accés a aquestes tecnologies.'” Després que aquest sistema
fos criticat per endarrerir terapies, les universitats comencen a proporcionar
llicéncies no exclusives a altres empreses directament (sense una altra empresa
com a intermediaria) per tal d’accelerar la innovaci6 en aquest sector.

8.2. CONSEQUENCIES SOCIALS I ETIQUES DE L’EDICIO GENOMICA EN
HUMANS

Les implicacions de l'edicié genomica en humans canvien enormement
segons el seu objectiu i la cellula editada, aixi que cal distingir tres possibilitats
ben diferents. En primer lloc, hi hal’edicié genomica en cellules somatiques, que
sesta utilitzant de manera regulada tant en recerca com en terapia. En segon lloc,
hi ha l'edici6 en embrions o cellules germinals humanes. Aquesta, s’ha aprovat
per a recerca en embrions sobrants de processos de fecundaci6 in vitro i amb
restriccions estrictes sobre el nombre de dies de desenvolupament embrionari
permesos. En canvi, no es permet el seu s en terapia per problemes técnics i
socials. Tot i aix0, el novembre de 2018 He Jiankui va anunciar el naixement dels
primers nadons modificats geneticament amb CRISPR-Cas9 en un experiment
polemic i que va comportar conseqiiéncies legals, penat amb presé i multa
per mala praxi. Finalment, hi ha la possibilitat d’aplicar les tecniques d’edicié
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genomica per millorar 'espécie humana, que en el futur podria ser factible
per alterar trets fisics i, fins i tot, qualitats com la intel-ligencia. Mentre que
l’edici6 somatica no representa més problemes etics que aquells derivats de
l'accés desigual a aquest tipus de terapies, I'edici6 de la linia germinal per a
terapia i I’edici6 per a la millora de qualitats humanes comporten un seguit de
conseqiiencies etiques que es comenten a continuacio.

Un dels reptes que planteja ’edicié de la linia germinal és trobar el balang
adequat entre els beneficis individuals i els riscos socials i cultural. Per aixo,
cal estimar els beneficis que aquestes técniques comportarien als pares que
decidissin utilitzar-les i als seus descendents en contra els riscos a ells mateixos
ila societat en conjunt. Aquesta tasca és complexa, ja que els beneficis i riscos
individuals sén més immediats i especifics, mentre que els efectes culturals,
socials i en la percepcid publica sén més difusos, alguns d’ells estrictament
filosofics.

En l’ambit individual, els riscos sén en gran part técnics, com el
mosaicisme i la incertesa de les possibles conseqiiéncies de les variants
genomiques introduides. Aquest darrer punt és menys important en l'edicié
per terapia, ja que per restaurar el funcionament normal de l'organisme se
solen introduir variants genomiques presents de manera natural a la poblacié
i les conseqiiéncies de les quals, per tant, es coneixen o es poden estudiar.
En canvi, quan es tracta de millorar les qualitats humanes, es podria arribar
al punt que s’introdueixin variants genomiques inexistents de manera
natural i que podrien comportar conseqiiencies inesperades en el conjunt de
lorganisme. Es tracta de caracters complexos, la base genética dels quals no
es coneix prou bé. Fins i tot, és possible que, a causa de la complexitat dels
trets humans, les millores anessin associades a un risc (e. g, s’introduiria
una modificacié genetica que apuja el coeficient intel-lectual en trenta punts
sabent que també incrementa el risc de patir un infart en un 20 %? O una
mutacié que incrementa la massa muscular pero en un 15 % dels casos resulta
en un deteriorament sever de les funcions cognitives?)."” En aquests casos, les
decisions que haurien de prendre els pares sobre si acceptar la millora o no
serien complexes. El consentiment dels descendents modificats genéticament
també pot resultar problematic, ja que la modificacié de la linia germinal
requeriria assajos clinics a llarg termini que afecten multiples generacions i
requeririen el consentiment de tots ells (molts encara no nascuts) per poder
seguir endavant.

En I’ambit social, els reptes més grans son 'accés limitat als processos de
tractament o millora genética, les desigualtats que podrien comportar i el
sentit moral del procés en si mateix. Cal reconeixer que, almenys inicialment,
el procés de millora germinal tindria un cost elevat i només estaria disponible
en algunes regions del mén. Per aixo, alguns opinen que se sumaria a les
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desigualtats socials que actualment ja causen I’accés desigual a les vacunesia
una bona alimentacié. D’altres, pensen que inicialment 'accés seria restringit
pero que el preu baixaria progressivament fins a convertir-se en accessible per
a tothom i que aixo, de fet, crearia una societat més igualitaria en oferir un
tractament per a aquells qui tenen trets que els situen a ells i als seus descendents
en desavantatge. Fins i tot, argumenten que beneficiaria la salut publica en
disminuir la prevalen¢a de malalties greus com la distrofia muscular o la malaltia
de Huntington, i que hi ha raons morals per modificar el genoma huma, fins i
tot en casos de millorament.'”!

Les conseqiiéncies socials podrien anar més enlla. Encara que es limiti
a prevenir malalties serioses o discapacitats, 1'is de les técniques d’edicio
genomica desperta la preocupacié que decisions voluntaries i individuals poden
provocar canvis socials respecte a I'acceptacié de discapacitats menys severes.
Alguns membres de la comunitat de discapacitats indiquen que la prevencié
(bé sigui a través del diagnostic prenatal o I'edicié genomica) sembla reflectir la
idea que les persones amb discapacitats son un problema per a les que els
envolten i que evitar les discapacitats és una prioritat del sistema sanitari, cosa
que exagera les dificultats que algunes discapacitats comporten. Altres membres
reclamen que, si aquestes tecniques s'utilitzen per prevenir discapacitats, les
politiques que faciliten la seva inclusi6 i I’accessibilitat al mén perdran suport
en disminuir el nombre de persones amb discapacitats.

Una altra de les posicions socials en contra de I’edici6 de lalinia germinal és
la preferéncia per un genoma «natural» i <huma», sovint associada a la critica
que modificar els gens és «jugar a ser Déu». Aquesta darrera visié neix de
l'opinié que els humans no tenim 'omnisciencia divina que faria falta per fer
canvis al genoma de manera segura o beneficiosa. Aquest argument implica
la idea que les alteracions naturals i Ievolucié séon menys problematiques
que la intervencié humana, encara que puguin fer el mateix: hi ha una visi6
«sacralitzada» del genoma, com si fos quelcom superior ala mateixa humanitat.
Tot i aix0, es pot argumentar que les alteracions naturals son aleatories mentre
que les humanes es podrien limitar a una regié de la qual s’ha estudiat la
seguretat, aixi que les naturals tenen més potencial per causar conseqiiencies
no desitjades. A més, el genoma huma no és del tot <huma» perque inclou DNA
d’altres espécies (entre ells molts virus i una petita proporcié de neandertal) i,
com que canvia constantment, cada genoma és inic i no és compartit per tota
la humanitat (vegeu el resum La dindmica natural dels genomes en evolucié al
final de I'informe).

Les religions també tenen punts de vista diferents sobre ’edicié genomica.
En la cristiana, el grau en que I’ésser huma hauria d’intervenir en la natura
és un tema actiu de discussio. En la jueva, en canvi, hi ha l'obligacio6 explicita
de construir un moén beneficiés per a les persones, aixi que les millores
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genomiques es veuen com una collaboracid positiva entre Déu i els humans,
més que una interferéncia amb la creacié. De manera similar, la musulmana i
la budista consideren l'edicié genomica com una invencié més que redueix el
sofriment que provoquen les malalties.'?

Finalment, les aplicacions actuals de l'edicié genomica han rebut critiques
basades en 'argument del «pendent relliscds» (slippery slope), que argumenta
que comengar el cami de l'edicié genomica comporta el risc de no aturar-se en
la produccié de canvis i acabar recorrent totes les fases progressivament. Aixi, al
principi sacceptarien correccions terapeutiques i, a mesura que aquesta aplicacié
guanyi acceptacio, es facilitaria el pas a la segiient fase i aixi successivament fins
a arribar a normalitzar la millora humana.'”? D’altra banda, altres justifiquen
que prohibir les tecniques en base a un «pendent relliscds» és un error, ja que
la trajectoria dacceptacié progressiva és incerta i insuficient per justificar el
bloqueig de les primeres etapes i, a més, es pot prevenir el pas a etapes segiients
imposant mesures fermes. I a més, sera responsabilitat d’altres temps futurs,
que poden tenir concepcions diferents de les actuals.

Tenint en compte les conseqiiéncies socials de les técniques d’edicid
genomicail’estat dela tecnica, ’Observatori de Bioética i Dret de la Universitat
de Barcelona va publicar un document el 2016 que recomana prendre una
posicié gradualista emmarcada en el principi de precauci6.'’” Aixi, indica
que «en 'acceptacio de les técniques d’edicié genomica s’ha de procedir per
passos: permetre la recerca basica, aprovar-ne 1’as terapéutic en cellules
somatiques, avaluar la possibilitat d’aprovar la terapia germinal en certs casos i
aturar-ne I’us per al millorament huma». En especial, subratlla la importancia
d’aturar I'ts del millorament a I'espera de dades de les dues fases previes i
d’una reflexié seriosa dels riscos i beneficis basada en evidencies de les
fases anteriors. Sobre 'argument del «pendent relliscés» indica que fer-ne
cas «comporta en si mateix el risc de restringir I'aveng cientific i I’accés als
beneficis que aquestes tecnologies puguin oferir en el futur».

Finalment, I'informe destacalaimportancia de «laimplicacié dels mitjans
de comunicacié i la ciutadania en general en un debat inclusiu, anticipatiu
i informat». El debat ha de ser public i incloure ciutadans, cientifics (amb
finangadors de recerca i empreses biotecnologiques), els responsables de fer
politiques publiques i els mitjans de comunicacié. Aquests darrers han de
procurar ser curosos en transmetre els avengos cientifics per evitar alarmismes
i expectatives exagerades sobre les seves bondats. Els i les cientifiques, per la seva
banda, cal que donin especial importancia a les repercussions socials dels seus
avengos i treballin per mitigar els riscos que comporten. Aixi mateix, sén els
responsables de fer particip la ciutadania en la seva recerca en la mesura que
puguin i els responsables tltims de donar a coneixer els seus avengos de manera
rigorosa, clara i entenedora.
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10. RESUMS DE LES PRESENTACIONS DEL
CICLE DE CONFERENCIES

10.1. PER QUE L’EDICIO GENETICA HA REVOLUCIONAT LA BIOLOGIA?

Lruis MoNTOLIU. Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB), Madrid

16 de setembre de 2019

Modificar la informaci6é genética d’un organisme viu per canviar-ne les
caracteristiques és possible. Mitjangant diverses técniques d’edicié genetica,
podem seleccionar una regié del genoma i alterar-la. En el futur, aquests metodes
podrien servir per curar malalties, pero, actualment, encara no sén prou segurs
per fer-los servir en humans.

EI DNA es troba al nucli de les cel-lules eucariotes en forma de doble cadena.
El conjunt de DNA d’un organisme s'anomena genoma, i una regié concreta
d’aquest genoma, que conté una informacié determinada, s'anomena gen.
Per poder editar un gen, primer de tot el que necessitem és localitzar-lo dins
del genoma. En el cas de CRISP-Cas9, que és la técnica d’edicié genética que
més s’utilitza avui en dia, una molécula d’RNA fa de guia i busca el gen que
volem trobar. Un cop localitzat, la proteina Cas talla la doble cadena de DNA
i s’introdueixen les modificacions que ens interessen. La mateixa maquinaria
cellular completa la seqiiéncia i torna a tancar la doble helix.

Ledicié genetica en general, i CRISPR en particular, és molt util per fer
recerca al laboratori, ja que permet generar models animals de manera molt
senzilla. Aixi, per investigar una malaltia humana causada per una alteraci6 en
un gen determinat, podem copiar la mateixa alteracié genetica en un animal i
fer-lo servir per provar tractaments. Fins i tot es poden crear avatars animals
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d’una persona concreta i estudiar de manera especifica quin és el millor
tractament per a ella. En el camp de la biotecnologia, també pot ser molt util,
ja que pot permetre augmentar la produccié d’animals i vegetals, o adaptar
organs animals perqué puguin ser trasplantables a humans.

Abans de CRISPR-Cas9 ja hi havia altres técniques d’edicio, com els dits
de zinc o les meganucleases, perdo CRISPR és la que permet fer-ho de manera
més precisa, economica i senzilla. Totes aquestes tecniques van descobrir-se a
partir d’estudiar microorganismes que les utilitzen com a estratégia de defensa
davant infeccions viriques. Actualment, s’estan investigant gran varietat de
bacteris amb l'objectiu de trobar técniques encara més eficients que CRISPR,
ja que té algunes limitacions. La primera és que pot ser que sequivoqui a
I’hora de localitzar el gen i en canvii un altre que no sigui el que ens interessa,
i la segona, que només actui sobre el genoma d’algunes cellules i en d’altres
no, fent que organisme presenti un fenomen anomenat mosaicisme.

Per tot aixo, encara caldra esperar un temps per poder fer servir CRISPR
en terapéutica humana de manera segura. Lany passat, a la Xina, es van
modificar embrions humans de dues bessones perqué no s’infectessin del
virus del VIH, del qual el pare era portador. Aquest tractament, pero, va ser
irresponsable, ja que no era la millor alternativa de la qual es disposava (risc de
mosaicisme, possibilitat d’alterar els gens del costat, etc.). També, sestan duent
a terme diversos estudis clinics ex vivo, en que sextreuen cellules de pacients,
es modifiquen i es tornen a introduir. Aquesta opcid seria més segura, pero de
moment no se n’han vist resultats prometedors.

L'Associacié europea ARRIGE treballa perqué es reguli I'as i la
comercialitzacid de les eines per fer edici6 geneética, i perque es plantegin les
qiiestions etiques que es deriven de la seva utilitzacid. A Espanya, la llei permet
fer servir aquestes técniques només per fer recerca dirigida a prevenir o curar
malalties, i no per millorar capacitats, pero cada pais té la seva legislacié. A
més, el fet que es puguin comprar els components per internet pot donar lloc
que se’n faci un mal us.
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10.2. DI’EDICIO EN CEL-LULES SOMATIQUES I CEL-LULES MARE
PLURIPOTENCIALS. APLICACIONS TERAPEUTIQUES

NURIA MONTSERRAT. Institucié Catalana de Recerca
i Estudis Avancgats (ICREA), Institut de Bioenginyeria de
Catalunya (IBEC), The Barcelona Institute of Technology
(BIST), Centro de Investigaciéon Biomédica en Red en
Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina, Madrid

16 de desembre de 2019

Les cellules mare pluripotencials, derivades a partir d’embrions humans o
obtingudes de manera artificial mitjangant reprogramacié somatica, tenen la
capacitat de donar lloc a totes les cél-lules del nostre organisme. Aquesta propietat
inherent, anomenada pluripoténcia, ha sigut explotada durant dues decades
per tal de generar coneixement fonamental en el camp del desenvolupament
i la regeneracié d’organs. I és que en els darrers anys, diversos estudis han
pogut demostrar que és possible emular les instruccions que les cellules mare
embrionaries reben durant el desenvolupament. D’aquesta manera, s"ha pogut
descriure quins son els senyals bioquimics i, en alguns casos, fisics que dicten
'especificacio dels teixits i el seu correcte desenvolupament.

Aquest coneixement combinat amb I'enginyeria genetica ha fet possible que
en la placa de cultiu ara es puguin derivar de manera artificial cél-lules en que
es poden introduir mutacions genetiques especifiques de pacients i generar
plataformes per realitzar aplicacions en medicina de precisid. Al mateix temps,
quan les céllules reprogramades de pacients se sotmeten a edicié genetica,
podem corregir les mutacions i establir plataformes «pacientoespecifiques» per
a aplicacions en medicina personalitzada.

Donat que ara les investigadores i investigadors podem també generar
microorgans a partir de les ceéllules mare pluripotencials, en l'actualitat, la
combinaci6 de les tecnologies d’edicié genética conjuntament amb aquesta
tecnologia esta obrint les portes a estudis per tal d’estudiar mecanismes més
complexos en ’ambit multicellular. En aquest sentit, I'aplicacié de tecnologies
propies de la bioenginyeria, tals com la bioimpressié 3D o els sistemes de
microfluidica, estan donant lloc a la generacié de microorgans o organoides
que presenten caracteristiques i funcions complexes. En la nostra xerrada
parlarem de com totes aquestes troballes estan acostant 'aplicacié de tot aquest
coneixement fonamental a la practica clinica.
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10.3. P’EDICIO EN CEL-LULES SOMATIQUES. APLICACIONS
TERAPEUTIQUES

ANGEL RAYA. Professor d’investigacié ICREA, Institut
d’Investigacié Biomedica de Bellvitge (IDIBELL)

16 de desembre de 2019

Si bé des del punt de vista tecnic I'edicié del genoma en céllules de linies
somatiques o germinals pot no presentar grans diferéncies, les conseqiiencies
i implicacions d’ambdues manipulacions difereixen radicalment. Un canvi
en el genoma de qualsevol cellula somatica tan sols es propaga a la seva
descendencia, la qual cosa dona lloc, quan el procés es porta a terme en una
persona (com en el cas de la terapia genica que es comenta a continuacio),
a un organ o teixit mosaic, en el sentit que conté tant cel-lules modificades
com no modificades. En qualsevol cas, la persistencia de la modificacié estara
limitada, com a maxim, a la duracié de la vida de ’individu. Per contra,
la manipulacié del genoma d’una ce¢llula germinal tindra com a resultat
que totes les cel-lules de I'individu que se’n derivin tindran la manipulacié,
incloent-hi les seves cél-lules germinals (o, almenys, la meitat), motiu pel qual
la manipulacid sera transmesa a la seva descendéncia. En aquesta presentacio
tractarem fonamentalment 'edici6 genética de cel-lules somatiques i les seves
implicacions terapéutiques, i deixarem per a un altre moment les associades a
l'edici6 de céllules germinals.

Teécnicament, la introducci6 de gens «extra» en el genoma d’una céllula és
relativament senzilla. Aquests gens «extra» es coneixen com a transgens, i els
organismes que els contenen, transgenics. La tecnologia que permetla generaci6
d’organismes transgenics es va desenvolupar al laboratori a principis dels 1980
(Brinster et al., 1981; Costantini i Lacy, 1981; Gordon i Ruddle, 1981) utilitzant
ratolins. Mitjangant aquesta tecnologia, la injeccié dels transgens (en forma de
DNA nu) en embrions de ratoli molt primerencs, quan encara tenen una sola
ceéllula, fa que s’integrin al’atzar en el genoma de les cél-lules de I'animal. En la
majoria dels casos, I'animal és un mosaic de céllules que contenen el transgen
i altres que no. No obstant aixo, si el transgen s’ha integrat en cel-lules de la
linia germinal de 'animal (les que donen lloc als espermatozoides i ovuls), la
seva descendencia sera completament transgenica.

Aquesta tecnologia ha sortit del laboratori per convertir-se en una aplicacié
medica com és la terapia geénica. En aquest cas, no s’intenta generar un individu
completament transgenic, siné només algunes de les seves céllules, a les quals
safegeix el transgen usant un tipus especial de virus. Després d’una llarga i
accidentada fase de desenvolupament, l'eficacia i seguretat de la terapia genica
per tractar malalties mitjancant la insercid a 'atzar de transgens en el genoma
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de céllules somatiques han estat finalment demostrades amb exit (Aiuti et al.,
2013; Biffi et al., 2013).

Si la introduccié de transgens a l'atzar en el genoma d’una cellula sembla
relativament senzilla, la seva eliminacié presenta dificultats técniques
extraordinaries. Aixo és aixi perque es requereix actuar sobre un lloc concret
dels 3 000 milions de parells de bases que formen el genoma; és a dir, de
manera dirigida. La tecnologia necessaria per dur aquesta fita a terme tan sols
va ser possible gracies a la conjunci6 de dos desenvolupaments veritablement
revolucionaris. D’'unabanda, ’obtencid de cél-lules mare embrionaries de ratoli,
que es poden mantenir en cultiu al laboratori i sén capaces de generar un ratoli
sencer (Evans i Kaufman, 1981; Martin, 1981). D’altra banda, la possibilitat de
dur a terme modificacions dirigides en el genoma d’una cel-lula, mitjangant un
procés anomenat «recombinacié homologa» (Smithies et al., 1985; Thomas et
al., 1986). Si unim tots dos desenvolupaments, serem capagos de modificar de
manera dirigida el genoma de ceéllules mare embrionaries de ratoli i, per tant,
generar ratolins a partir d’aquestes cél-lules, que tindran el genoma modificat.
Per aquests descobriments, que van fer possible la generacié d’animals amb
modificacions dirigides al seu genoma (habitualment anomenats ratolins
knockout), Mario Capecchi, Martin Evans i Oliver Smithies van rebre el premi
Nobel de Fisiologia i Medicina el 2007. Aquesta tecnologia s’ha utilitzat per
esbrinar la funcié (mitjangant experiments de perdua de funcié) de milers
de gens. Amb el temps, s’ha anat perfeccionant per no eliminar tan sols gens,
siné introduir qualsevol classe de modificaci6 que es desitgi al genoma.

La gran limitacié d’aquesta tecnologia és que la seva aplicacié fins fa poc ha
estat practicament exclusiva a ratolins de laboratori. Aixo és aixi, en esséncia
i de manera molt simplificada, perque el procés de recombinacié6 homologa és
extraordinariament infreqiient. El desenvolupament de meétodes per augmentar
la probabilitat que es produeixi recombinacié homologa esta eliminant aquestes
limitacions de manera radical. Per fer-ho, es genera un trencament en les cadenes
de DNA just al lloc del genoma que volem modificar, i sSaprofita la maquinaria que
normalment repara aquests trencaments en la cél-lula, a la qual enganyem perque
repari el tall de la manera que ho desitgem. Durant els darrers vint anys, s’ha
desenvolupat diverses eines per tallar el DNA de manera dirigida, entre les quals
destaquen les nucleases enginyades amb dits de zinc i els TALEN (un relat de la
historia del seu desenvolupament es pot trobar a Baker, 2012). No obstant aixo,
l’arribada en escena de CRISPR-Cas9 (Doudna i Fuster, 2014) ha proporcionat
una manera efica¢, molt més versatil i senzilla per provocar trencaments de DNA
en practicament qualsevol lloc del genoma de manera especifica. Resulta tan
senzill, de fet, que ara és possible introduir canvis de manera dirigida («editar») en
el genoma, no només de cel-lules mare embrionaries de ratoli, sind de virtualment
qualsevol cellula i de qualsevol espécie.
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La possibilitat d’editar facilment el genoma d’una cel-lula somatica augmenta
en gran manera les aplicacions terapéutiques de la terapia genica. Aixi, no
només es podrien tractar les malalties causades per la perdua de funcié d’'un
gen (com es fa actualment amb el guany de funcié transgenic), sind que
podria abordar-se també un gran nombre de malalties provocades per altres
causes genetiques. No és esperable que la implementaci6é d’aquestes estrategies
per tractar pacients, probablement usant eines basades en CRISPR-Cas9, trobi
més obstacles que els derivats del seu desenvolupament técnic i d’aplicacié
en éssers humans. Tenint en compte la velocitat a la qual s’estan succeint els
avencos en aquest camp, és molt probable que en els proxims cinc anys ja es
trobin disponibles clinicament aquest tipus de tractaments basats en l'edicié
genetica de céllules somatiques per a diverses malalties.

Atesos els desenvolupaments basics en els assajos preclinics i clinics en
marxa, es pot pronosticar de manera raonable quines seran les primeres
malalties que es beneficiaran de terapies d’edicié génica en cél-lules somatiques.
A hores d’ara, les eines basades en CRISPR-Cas9 aconsegueixen eficacies
d’edici6 genomica baixes o moderades i, mentre aixo segueixi aixi, les estrategies
terapéutiques més rapidament transportables a la practica clinica seran de
«perdua de funcié». En aquestes es persegueix tallar el DNA de la ceéllula en un
lloc concret d’un gen especific, per tal que aquest trencament es repari a l’atzar
introduint canvis aleatoris que probablement destruiran la funcié del gen. Shan
dissenyat estratégies d’aquest tipus per a malalties com I'anémia falciforme i
la B-talassémia (Wu et al., 2019), i en l'actualitat s'esta duent a terme un assaig
clinic de fase I/II per a anemia falciforme, liderat per Vertex Pharmaceuticals
i CRISPR Therapeutics, els resultats finals del qual s'esperen el maig de 2022.
També es pot aplicar aquest tipus de reparacié a l'atzar en situacions en qué
les cel-lules que tinguin el gen editat correctament aconsegueixin un avantatge
selectiu enfront de les no corregides, com en el cas de 'anemia de Fanconi
(Roman-Rodriguez et al., 2019). Finalment, es pot esperar que aquest tipus
d’estrategia s'apliqui clinicament a curt termini en malalties monogéniques en
que les cellules afectades siguin particularment accessibles a les eines existents
de terapia génica, com I'amaurosi congenita de Leber, en la qual ja s’ha tractat el
primer pacient d’un assaig clinic en marxa (Ledford, 2020).

En la mesura en que les eines basades en CRISPR-Cas9 vagin millorant i
s'aconsegueixi més eficacia en 'edicié genica dirigida mitjangant recombinacié
homologa, és previsible que aquesta estrategia substitueixi la reparaci6 a l'atzar
per a les malalties esmentades, aixi com que pugui aplicar-se a un nombre molt
més gran de condicions similars. No obstant aixo, no és probable que la seva
utilitzacié sobrepassi el marc d’actuacié de la terapia genica actual de malalties
minoritaries monogeniques. El motiu d’aquest relatiu pessimisme és que la
introducci6 d’eines d’edici6 génica basades en CRISPR-Cas9, encara que és una
innovacid destacada, en el context en que s’aplica a ceél-lules somatiques continua

92



estant condicionada per la limitacié principal de la terapia génica convencional;
és a dir, com fer arribar aquestes eines de manera especifica al nombre més gran
de céllules somatiques rellevants per a la malaltia. Mentre aquesta limitacié
no se solucioni, el camp d’aplicacié es veura restringit a cél-lules somatiques
en que l'edicié genica pugui dur-se a terme ex vivo, com les céllules de la sang,
o especialment accessibles a la introduccié de complexos d’acids nucleics o
proteines, com les cél-lules de la retina.

En resum, la possibilitat d’editar de manera eficag i dirigida el genoma cel-lular
ha suposat una revoluci6 en la nostra capacitat d’interrogar les bases genetiques
de multitud de processos de biologia cellular i de desenvolupament, aixi com de
generar individus modificats genéticament gracies a I'edicié de cél-lules de la linia
germinal. No obstant aixo, les aplicacions terapeutiques de 'edicio génica dirigida
de cellules somatiques no destaquen tant i es veuen restringides en gran manera
per les limitacions actuals de la terapia génica convencional.
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10.4. DEDICIO GENOMICA EN PLANTES: LA SEVA APLICACIO A LA
MILLORA GENETICA I LA SEVA REGULACIO A EUROPA

Josep M. CASACUBERTA. CRAG (CSIC-IRTA-UAB-UB),
Barcelona

20 de gener de 2020

La possibilitat de modificar de manera especifica la seqiiencia genomica dels
organismes pot tenir aplicacions en molts camps diferents. El seu tis en medicina
per intentar corregir mutacions lligades a malalties genétiques és probablement
el que més interés desperta en la societat. Pero son les aplicacions a la millora
genetica de plantes les que arribaran primer a les nostres vides, als nostres mercats,
en aquest cas.

En aquesta comunicacid, explicar malgrat que manera que la ratiquestes
plantes ja han arribat als mercats en alguns paé I'interes de les tecniques d’edicié
genica per a la millora genetica de plantes, comparant-les amb altres tecniques
utilitzades com ara la millora classica, la mutageénesi per radiacié o la transgenia.
Les plantes editades geneticament ja sén una realitat als laboratoris de tot el
mon, i els productes obtinguts d’aquestes plantes ja han arribat als mercats en
alguns paisos. Pero el pas dels laboratoris als mercats no és facil, i les analisis dels
possibles riscos derivats de 1'is d’aquestes tecniques poden suposar inversions
importants en temps i diners. Aixo pot limitar de manera significativa tant el tipus
de planta o caracter a millorar com el tipus d’empresa que ho pot fer. Per aix0, en
aquesta comunicaci6 revisaré la regulacié a que esta sotmesa la comercialitzacié
de productes derivats de plantes obtingudes per les noves técniques de millora en
diverses parts del mon i analitzaré amb més detall la situacié concreta d’Europa.
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10.5. I’EDICIO GENETICA I EL SEU IMPACTE EN EL FUTUR DE
L’AGRICULTURA

Di1EGo ORZAEZ. Institut de Biologia Molecular i Cellular
de Plantes (IBMCP), CSIC-UPYV, Valéncia

20 de gener de 2020

El canvi climatic i el creixement de la poblacié suposen amenaces per a la
sostenibilitat mediambiental i la seguretat alimentaria a que cal respondre des
de tots els angles possibles. Un d’ells és sens dubte la millora genética de plantes.
L’adaptaci6 genetica dels nostres cultius a les noves demandes mediambientals
és un dels principals triomfs al nostre abast per respondre a aquestes amenaces.
Amb la millora genetica de plantes es pot contribuir, entre altres, a disminuir
I'ts de substancies potencialment nocives com ara els plaguicides, a augmentar
els rendiments dels cultius, reduir-ne I'us d’aigua, facilitar la substitucié dels
plastics per polimers biodegradables o produir molecules de valor afegit de
manera sostenible i amb una menor empremta de carboni.

En els ultims temps, els limits entre la millora tradicional basada en
encreuament sexual i la mutagenesi a I'atzar d’'una banda, i la millora transgenica
basada en tecniques de biologia molecular per l'altra, shan anat esvaint amb
laparici6 de les anomenades noves tecniques de millora genetica (NPBT, de les
seues sigles en angles), que van des de la cisgenesi (transferéncia de gens entre
espécies molt properes) fins a la biologia sintetica, la qual cosa ha ofert una amplia
escala de grisos. La més impactant d’aquestes NPBT és sens dubte l'edici6 genética
basada en les anomenades nucleases especifiques del lloc (SSN, de les seues sigles
en angles), i molt especialment la tecnologia CRISPR-Cas, que s’ha aplicat amb
exit com a agent mutagenic guiat per 'RNA a moltes especies de cultiu.

De la poténcia de CRISPR-Cas com a eina de millora parlen per si soles
les dotzenes d’exemples d’objectius de millora assolits amb éxit en els tot just
sis anys que fa que s’aplica la tecnica a les plantes. De fet, a banda de millorar
cultius tradicionals, la tecnologia CRISPR-Cas9 també es fa servir per dissenyar
rapidament nous cultius per a aplicacions innovadores relacionades amb la
sostenibilitat, com ara 1'Gs de plantes per a la fabricacié de medicaments o
l'adaptacio de cultius de camp obert a les necessitats de l'agricultura urbana. A
més, 'intens esfor¢ de recerca que va seguir el descobriment inicial de CRISPR-
Cas9 i les seves prometedores aplicacions biotecnologiques ha propiciat, com
en una profecia autocomplerta, el desenvolupament de noves eines basades en
CRISPR-Cas9 amb usos i aplicacions expandits. Aixo ha estat possible gracies a la
sorprenent capacitat de les ribonucleoproteines CRISPR-Cas d’acceptar I'adhesié
de nous moduls que li proporcionen funcions addicionals.
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En aquesta xerrada repassarem alguns dels més recents i innovadors exemples
de millora genética basats en CRISPR, alguns dels quals haurien estat dificils o
fins i tot impossibles d’assolir mitjan¢ant técniques de millora tradicionals. A
meés, discutirem algunes de les funcions expandides de les proteines CRISPR-Cas
iles seues aplicacions a la biotecnologia vegetal, des de la mutagenesi multiple fins
a la regulacio6 transcripcional programable.

10.6. ENGINYERIA PRECISA DEL GENOMA DE MAMIFERS

MARC GUELL. Universitat Pompeu Fabra (UPF),
Barcelona

20 d’abril de 2020

Durantla darrera década, la nostra capacitat de modificar genomes ha crescut
significativament i ha causat un fort impacte en la recerca i la medicina. Tot i el
progrés realitzat, 'edici6 genomica de mamifers encara planteja reptes com una
capacitat per multiplexar limitada i dificultat per generar edicions genomiques
llargues. En aquest sumari, presentaré el nostre treball en utilitzar les tecnologies
CRISPR-Cas9 per crear porcs lliures de retrovirus porcins endogens (PERYV,
de l’angles porcine endogenous retrovirus) per xenotrasplantament després de
desenes d’edicions simultanies.

Tan sols als Estats Units, vint persones moren cada dia esperant un organ
(United Network for Organ Sharing, UNOS, 2020). La falta d’organs per
xenotrasplantar és una de les necessitats meédiques més grans no satisfetes.
Dos problemes frenen I'aven¢ del xenotrasplantament: la preséncia de PERV en
els genomes de porcs i la compatibilitat dels organs de porc en humans. Les
técniques d’edicié genomicaactuals s'estan utilitzant per solucionar els dos reptes
amb l'objectiu de produir una font inesgotable d’organs en porcs modificats
geneticament. El progrés fins ara és impressionant. Shan produit porcs lliures
de retrovirus endogens (I) i els organs de porcs modificats geneticament poden
durar anys en models primats no humans (II).

I. Els PERV s6én una preocupacié important per a les aplicacions de
xenotransplantament, ja que poden ser transferits de porc a huma (Giiell
et al., 2017). Com que estan integrats en el genoma, existeixen en tots
els teixits i organs i es transmeten verticalment de pares a descendents.
Ledici6 del genoma ens permet eliminar o inactivar els PERV, la qual
cosa fa que els organs de porcs modificats geneticament siguin adequats
per al xenotrasplantament. El 2015, vam informar de 1'tis de CRISPR-
Cas9 per eliminar seixanta-dues copies de PERV en el genoma del
porc (Yang et al., 2015) i vam demostrar la reducci6 de la transmissio
de PERV a cellules humanes en un factor de més de mil. Aquesta
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II.

troballa mostra que CRISPR-Cas9 pot generar desenes d’edicions
simultanies i que els PERV es poden desactivar per a I'aplicacié clinica
de xenotrasplantament de porc a huma. El 2017, vam produir porcs
amb tots els PERV desactivats (Niu et al., 2017), que van resultar sans
i fertils amb organs que funcionen. Recentment, I'equip ha comencat a
trasplantar organs dels porcs altament editats a primats no humans per
valorar la seva seguretat i longevitat.

Lenginyeria immunologica i fisiologica per incrementar la compatibilitat
d’organs de porc en huma també es duu a terme per enginyeria genomica.
Per fer-ho, safegeixen gens humans al genoma de porc i es retiren gens
que els porcs tenen i els humans no. En aquest sentit, ja s’ha produit porcs
que produeixen cors (Lingin ef al., 2018), ronyons (Iwase et al., 2017) i
illots pancreatics (Aristizabal et al., 2017) que duren anys en primats no
humans.

Aquests avengos fan que ledicié de genomes de porcs a utilitzar en
xenotrasplantaments sigui una de les estrategies més prometedores per
proporcionar una font il-limitada d’organs per a pacients que ho necessiten, cosa
que soluciona una de les necessitats mediques més importants.
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10.7. EDICIO GENICA EN EMBRIONS DE RATOLI MITJANCANT LA
TECNOLOGIA CRISPR-Cas9

LAURA BATLLE-MORERA. Centre de Regulaci6
GenoOmica, Barcelona

20 d’abril de 2020

L'ts de ratolins geneticament modificats com a models de malalties
humanes i per investigar la funcié de gens i mecanismes especifics que ocorren
in vivo és una eina molt emprada en projectes de recerca. Es generen ratolins
transgenics des dels anys vuitanta. Recentment, gracies la utilitzaci6 de les
tecniques d’edicié genica CRISPR-Cas9, la creaci6 de ratolins transgenics es
pot realitzar d’una manera més eficient i ha obert la porta a emprar noves
metodologies per a la generacié de ratolins transgenics. Actualment aquest
sistema és tan eficient que és possible generar ratolins transgenics sense la
realitzaci6 de complicades técniques de microinjeccié. Més recentment
s’ha demostrat que es poden generar ratolins transgenics, emprant les eines
CRISPR-Cas9, in vivo quan els embrions sén encara en l'oviducte abans
d’implantar-se. Aixo obre la possibilitat de generar animals transgenics
d’altres espécies d’interes. Explicarem la nostra experiencia en la generacio6 de
ratolins transgénics gracies a la tecnologia CRISPR-Cas9.

10.8. DL’EDICIO GENOMICA EN CAENORHABDITIS ELEGANS

JEREMY  VICENCIO. Institut d’Investigaci6
Biomedica de Bellvitge (IDIBELL)

20 d’abril de 2020

El nematode C. elegans es va adoptar per primera vegada el 1974 com a
organisme model i, des d’aleshores, ha estat essencial en I’aven¢ de la genetica
i la biologia del desenvolupament. Va ser el primer animal a tenir seqiienciat
tot el seu genoma i aproximadament el 42 % dels seus vint mil gens tenen
ortolegs humans, molts dels quals estan associats a malalties. Per tant, el
seu us també s’ha expandit recentment cap a la investigacié biomedica i la
medicina personalitzada.

Diverses caracteristiques fan de C. elegans un organisme atractiu per a l'edici6
de gens. En primer lloc, té un cicle de vida curt, de tres a cinc dies, depenent
de la temperatura de cria (normalment, de 15 °C a 25 °C). En segon lloc, com
que principalment existeixen com a hermafrodites, no calen encreuaments
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genétics per aillar la descendéncia homozigot dels pares heterozigots. En
tercer lloc, la seva linia germinal sincicial (céllules amb diversos nuclis) permet
l'edicié simultania de molts nuclis cellulars en una sola microinjeccié.

Els canvis precisos en el genoma del nematode es poden aconseguir en
dues o tres setmanes amb relativa facilitat utilitzant el sistema CRISPR-
Cas, que van des de mutacions puntuals, eliminacions o la inserci6 de grans
fragments de DNA, com en el cas de seqiiéncies codificades per proteines de
fluorescencia verda (GFP) o altres proteines fluorescents. L'aplicacio d’aquest
darrer és de gran interes en C. elegans a causa de la transparencia del nematode,
cosa que permet als investigadors seguir els nivells d’expressié i la localitzacié
subcellular de les proteines al llarg del temps, fent que 1'ds de reporters
fluorescents sigui una eina ttil per a I’analisi de les funcions genetiques.

C. elegans és susceptible a la transgénesi, que normalment es duia a terme a
travésdelamicroinjeccié de DNA exogen per formar matrius extracromosomals
o através de la integracié mitjangant transformacié biolistica. No obstant aixo,
I'adveniment de la tecnologia CRISPR-Cas practicament ha eliminat aquests
metodes. Ledici6 de gens a través de CRISPR-Cas facilita 'edicié de gens en
loci endogens, la qual cosa afavoreix l'estudi de I'expressié geénica a nivells
nadius. Les mutacions aleatories es poden crear a través del mecanisme de
reparacié no homologa (NHE]), i canvis especifics com la substitucié de gens o
laintroduccid d’etiquetes es poden aconseguir mitjancant la reparaci6 dirigida
per homologia (HDR). A més, tot aix0 es pot fer de manera reproduible, ja que
la majoria dels materials i reactius necessaris estan disponibles comercialment.

D’acord amb el principi de les 3R (reemplagar, reduir, refinar) per a un us més
etic dels animals en proves precliniques, C. elegans és una alternativa plausible
als models animals vertebrats. Per tal com és un invertebrat, no entra dins de
I’ambit de la Directiva Europea 2010/63/UE i, per tant, les preocupacions etiques
no constitueixen una barrera per utilitzar milers d’individus de C. elegans en
assajos de biblioteques geneétiques i de farmacs en estudis preclinics.

En resum, la facilitat per modificar el sistema genétic de C. elegans,
juntament amb el seu curt cicle de vida, permet la generacié6 de mutants
homozigots en un nombre baix de dies, una caracteristica inigualable per a
altres organismes model com Drosophila, peix zebra (Danio rerio) o ratolins.
Els nematodes modificats geneticament es poden utilitzar com a avatars per
imitar mutacions humanes, la qual cosa proporciona accés al diagnostic i
tractament personalitzats de manera rapida, escalable i a baix cost.
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10.9. LA DINAMICA NATURAL DELS GENOMES EN EVOLUCIO

JAUME BERTRANPETIT. Institut de Biologia Evolutiva,
Universitat Pompeu Fabra, Barcelona

4 de maig de 2020

Un dels punts de reflexid en tractar les modificacions artificials dels genomes
és la mateixa dinamica dels genomes, el que en podriem dir la seva dinamica
natural o, millor, espontania. Els genomes canvien al llarg del temps i de les
generacions i aquesta caracteristica dinamica és la base fonamental per a
l'existencia de la vida tal com la coneixem: tota la diversitat que existeix de la
vida (incloent-hi tota la diversitat que s’ha perdut) ha tingut els seus origens
en la produccié de noves variants per processos de mutaci6. La mutacid, com
a fenomen consubstancial de la vida, es produeix activament al llarg de les
generacions cellulars, afectant de diferent maneres els genomes, incloent-
hi substitucions, insercions, delecions, translocacions, etc. Sempre hem de
considerar de manera ben diferenciada les mutacions somatiques (que afecten
qualsevol cellula no reproductora dels organismes), de les germinals (que
afecten céllules reproductores i per tant afectaran la totalitat de I'organisme a
la segiient generacid). Les primeres son importants per a I'individu, les segones
per a l’evolucio.

El que ens importa és que hi ha una dinamica dels genomes que els afecta a
totes les escales temporals: si bé és evident que al llarg de I’evolucié hi ha hagut
canvis en els genomes, no ho és menys que aquests es produeixen també a cada
generacid. En aquesta petita escala temporal ara podem observar i mesurar el
canvi. Aixi, si considerem tan sols les substitucions de nucleotids (que afecten
tan sols una unitat de la informacié genética que portem), diversos estudis han
permes calcular la taxa de mutacié que hi ha en una tnica generacié (que és
de l'ordre de 107 per nucleotid) i que, atesa la grandaria del nostre genoma
(3 x 10° nucleotids) ens permet fer una estimacié que cadascu de nosaltres és
portador, com a mitjana, d’unes seixanta variants noves, trenta per part de cada
progenitor. Som, doncs, mutants i cadasct de nosaltres és portador d’'una bona
quantitat de novetat genomica que pot tenir diferents futurs: gran part no tenen
efecte enl’individuiles variacions alllarg de les generacions seran exclusivament
a l'atzar, amb altes probabilitats de perdre’s; altres tindran efectes perjudicials
i estaran a la base de la malaltia genética, amb la seleccié purificadora fent-ne
disminuir la freqiiéncia, i finalment molt poques poden estar a la base d’una
adaptacié nova i la selecci6 positiva les fara augmentar de freqiiéncia.

En el nostre genoma no hi ha només aquestes substitucions, sind que hi
ha una dinamica interna molt rica que afecta parts més amplies de genoma.
Tenim en el nostre genoma gairebé un 50 % de regions repetitives. Entre elles,
els transposons o elements transposables (TE, de I'angles transposable element)
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son seqiiencies de DNA que tenen la capacitat de canviar la seva posicio dins
d’un genoma. Es pot considerar el genoma com un ecosistema habitat per
diverses comunitats de TE que pretenen propagar-se i multiplicar mitjan¢ant
interaccions sofisticades. Aquestes interaccions abasten processos familiars
per als ecolegs, com ara el parasitisme, la cooperacié i la competéncia. La
transposicié representa un potent mecanisme d’expansié del genoma que,
amb el pas del temps, es contraresta amb I’eliminacié6 de DNA per supressio.
Lequilibri entre els dos processos és un dels principals motors de I'evolucio de la
mida del genoma en eucariotes.

Lataxa de transposici6 en lalinia germinal en humans s’ha pogut estudiar per
diferents tipus d’elements repetitius del nostre genoma a través de la seqiiencia
daltissima qualitat en successives generacions d’individus i sha pogut observar
'aparici6 de noves regions repetitives en llocs nous del genoma. Aixi, considerant
exclusivament les seqiiencies Alu (un tipus molt freqiient de seqiiencia de DNA
de només dos-cents vuitanta parells de bases) és aproximadament un de cada
vint-i-un naixements, amb molts altres elements en freqiiéncies més baixes.
Aixi doncs, comencem a coneixer la taxa i la dinamica de la retrotransposicié
humana i ens mostra que és un fenomen corrent: molts de nosaltres inaugurem
en la nostra especie alguna reorganitzacié del genoma.

Aquestes reorganitzacions inclouen fragments de DNA d’origen molt variat
i molts d’ells de provinenga d’altres espécies molt allunyades de nosaltres
com bacteris o virus. Recordem, a tall d’exemple, que la quantitat de DNA de
provinenga virica en el genoma huma és d’unes cinc vegades superior al DNA que
inclouen els nostres gens, els humans. Un genoma no és un producte de disseny,
optimitzat per complir unes funcions concretes d’una espécie concreta. Es un
conjunt d’elements que inclouen restes evolutives d’altres temps i que canvien en
el transcurs de les generacions. Tots nosaltres som mutants i tots nosaltres som
transgeénics. El que estem aprenent en les tecnologies de I'edicié dels genomes
sén només els elements més elementals del que fan servir de manera natural
els genomes per tal de posar una certa dosi de canvi en la permanencia que
impregna la vida.

10.10. EL. GERMEN DE L’EDICIO GENETICA

Francisco J. MARTINEZ MOJICA. Departament de
Fisiologia, Genetica i Microbiologia de la Universitat
d’Alacant

4 de maig de 2020

Les tecniques d’edicié genética utilitzen components de llevats, algues
microscopiques o, sobretot, procariotes (bacteris i arqueus) per portar a terme

101



un procés que culmina amb la modificacié de regions especifiques de DNA al
genoma d’un ésser viu. Aquestes estrategies d’edicié comencen generalment
amb la interrupcid de la continuitat de la seqiiéncia on es pretén dur a terme
la insercid, deleci6 o substitucié de material genétic. En tots els casos, des de la
tecnologia basada en les meganucleases fins a la que utilitza les proteines Cas
(CRISPRassociated) passant perlesbasades en ZFN (zinc finger nuclease) i TALEN
(transcription activator-like effector nuclease), el tall el realitzen proteines d'origen
microbia la missi6 de les quals en el seu hoste natural difereix del proposit pel
qual s’han redissenyat al laboratori. Les meganucleases probablement serveixen
al’element genetic que les codifica per la seva multiplicacioé i propagaci6, mentre
que l'activitat de les nucleases associades a ZFN, TALEN o CRISPR produeix la
destruccié d’acids nucleics invasors, protegint d’aquesta manera el procariota
portador front a invasors, tal com els virus.

En aquest context, els sistemes natius CRISPR-Cas constitueixen un
mecanisme de defensa excepcional, present en la majoria d’arqueus i una mica
menys de la meitat dels bacteris coneguts. Els elements CRISPR (repeticions
curtes, palindromiques, agrupades i regularment interespaiades) foren els
primers components d’aquests sistemes a ser descoberts, fa més de tres décades.
A principis d’aquest segle s’identificaren les proteines Cas i poc després es va
establir la funcié que realitzen, assistides per la informacié continguda en
les agrupacions CRISPR. Gran part de les seqiiéncies espaiadores localitzades
entre les repeticions CRISPR procedeix de genomes virics, en que actuaven
com a registres d’infeccions passades. Els RNA generats a partir d’aquestes
regions guien les proteines Cas per reconeixer aquests agents infecciosos i
neutralitzar-los tallant el seu genoma.

Es tracta, per tant, d’un sistema d’immunitat basat en un reconeixement
de seqiiencies d’acids nucleics, amb capacitat d’adaptacié mitjancant la
incorporacié en una agrupacié CRISPR d’espaiadors procedents del genoma de
nous invasors. La generaci6 artificial d’aquesta memoria, mitjancant la sintesi in
vitro de RNA guia que conté la seqiiencia coincident amb la de la regié genética
on es desitja enviar les proteines Cas, ha donat lloc a un conjunt extraordinari
d’eines conegudes en conjunt com tecnologia CRISPR, utilitzades amb diverses
finalitats relacionades amb la interaccié amb acids nucleics i la seua manipulacié
in vitro i in vivo. Entre les nombroses aplicacions d’aquesta tecnologia posades
en practica en ciéncies de la vida i salut, cal destacar la regulaci6 de I'expressid
genica, el diagnostic molecular i I'edicié genetica, en qualsevol tipus cellular,
des de bacteris fins a céllules humanes, amb una precisid, eficacia i facilitat
sense precedents.

Lenorme diversitat de microorganismes existents en la naturalesa suposa
una font inesgotable d’eines de laboratori. Potser, entre elles, hi ha algunes
eines tan utils com la tecnologia CRISPR i tan sorprenents com el sistema
immunitari del qual deriva.
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10.11. ORGANOIDES I EDICIO GENOMICA EN L’ESTUDI DE LA
DIVERSITAT FENOTIPICA DEL CANCER COLORECTAL

ELENA SANCHO i EDUARD BATLLE. Institut de Recerca
Biomédica (IRB, Barcelona); The Barcelona Institute of
Science and Technology (BIST), ICREA

4 de maig de 2020

Els cancers sén amalgames de poblacions de cellules tumorals
fenotipicament diferents. Com a resultat de la inestabilitat genomica, els cancers
adquireixen centenars d’alteracions genetiques i epigenetiques que imposen
diferents fenotips a les céllules tumorals. Aquest fenomen explica la capacitat
del cancer d’adaptar-se a diferents entorns, colonitzar organs aliens i resistir
a la terapia. Tot i aix0, amb els anys, ha quedat clar que I’heterogeneitat del
tumor no només sorgeix de la carrega mutacional, sin6 també de la seva propia
arquitectura fenotipica. En aquest sentit, el cancer colorectal (CCR) és un
paradigma del paper de les cel-lules mare en el cancer. Lepiteli del colon es troba
en constant renovaci6 gracies a una poblacié de cellules mare que resideixen a
la base de cada cripta. Cada dia es generen milions de cél-lules que experimenten
una diferenciaci6 funcional a prop del lumen intestinal. El nostre laboratori ha
estat estudiant I'organitzaci6 dels CCR en relacié amb la de la mucosa del colon
normal. E1 2011 vam descriure que, malgrat I'adquisicié de multiples alteracions
genetiques, la majoria dels CCR conserven una jerarquia de cellules mare que
recorda la present en la mucosa sana. Vam demostrar que els CCR contenen
un subconjunt de céllules tumorals similars a les cel-lules mare, que regeneren
continuament el cancer, mentre que la descendéncia d’aquestes cel-lules mare
forma el gruix del tumor, pero és de poca durada i no és gaire tumorigena com
a resultat de la diferenciacié. Els dos tipus de cél-lules ocupen compartiments
adjacents a les glandules tumorals i estan presents a proporcions diferents
en cada pacient. Aquesta organitzacié és comuna a la majoria de CCR (80 %)
(Merlos-Sudrez et al., 2011).

Dos recents avengos tecnologics han transformat la nostra capacitat de
disseccionar I’heterogeneitat del tumor en CCR. El primer son els organoides,
estructures tridimensionals (3D) en cultiu in vitro derivats de cél-lules mare
autoorganitzades. El terme organoide sutilitza perqué aquests cultius 3D
reflecteixen una semblanga amb I’organ d’origen quant a l'autoorganitzacio,
la multicel-lularitat i la funcionalitat. En molts aspectes poden considerar-se
com a miniorgans. Els organoides 3D derivats de cellules mare representen
una eina inestimable per a la investigacié que s’ha emprat rapidament per
comprendre la biologia de les cellules mare, l'organogeénesi, i diverses
patologies humanes, inclos el cancer. De fet, els organoides representen la
tecnologia més actual i adient per a l'estudi d’esdeveniments rellevants en
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molts tipus de cancers, inclos el cancer colorectal. A més, representen una
plataforma in vitro per al descobriment de medicaments preclinics i actualment
sesta investigant el seu valor per predir les respostes de la terapia. Nosaltres vam
desenvolupar un metode que va permetre per primera vegada tant I'aillament de
cellules mare de colon huma de biopsies de mucosa sana com el seu cultiu com
a organoides en expansié constant que recreen l'organitzacié de les criptes de
colonies a les plaques de petri (Jung et al., 2011). El protocol es va adaptar més
tard per créixer i preservar les céllules mare del cancer dels tumors (Merlos-
Sudérez et al., 2011, Calon et al., 2015).

El segon desenvolupament important ha estat la nostra capacitat d’editar el
genoma d’aquests organoides mitjangant técniques CRISPR-Cas9 (Cortina et
al. 2017; Morral et al., 2020). Lestudi de jerarquies de céllules mare i d’altres
fonts de diversitat cel-lular en cancers humans s’havia basat en gran manera en
experiments d’aillament de cél-lules tumorals a partir de mostres de pacients
dissociades. Aquests experiments imposen diverses limitacions. En primer
lloc, el requisit d’anticossos contra proteines de membrana especifiques per
etiquetar poblacions cellulars determinades limita el repertori de fenotips
cellulars que es poden analitzar. En segon lloc, la necessitat de dissociar la
mostra impedeix I'examen de les poblacions de cél-lules tumorals en un entorn
intacte, és a dir, en un tumor en creixement.

Combinant aquestes dues noves metodologies —els organoides tumorals
derivats de pacients i les eines d’edici6 del genoma— podem estudiar
I’heterogeneitat cel-lular dels cancers colorectals sense les limitacions descrites
anteriorment (Cortina et al., 2017; Morral et al., 2020). Ledici6é del genoma
mitjangada per CRISPR-Cas9 facilita la integracié en organoides derivats de
pacients amb cancer colorectal (PDO, de I'angles patient-derived organoid)
de seqiiencies geniques dins de gens marcadors, la qual cosa permet I'estudi
dels tumors humans mitjancant enfocaments genétics que només havien
estat factibles en models animals. Els organoides editats permeten realitzar
experiments genetics classics d’expansié clonal, traga de llinatge i ablacié de
cellules en tumors. Aquest aveng és especialment adequat per analitzar la
diversitat fenotipica de les poblacions cel-lulars dins dels cancers, ja que permet
etiquetar i rastrejar cellules tumorals diferents a través de gens marcadors
especifics, que no necessariament s’expressen a la superficie cel-lular.

Com a prova de concepte, vam estudiar les cellules mare LGR5+ en
organoides provinents de pacients amb CCR (PDO) 'analisi de la qual s’havia
vist obstaculitzada per la manca de bons reactius comercials per reconéixer
aquesta proteina. Utilitzant I’edicié mitjangada per CRISPR, vam dissenyar
PDO que portaven un casset reporter GFP connectat al lloc LGR5. Vam
descobrir que la poblacié de cellules tumorals LGR5+ expressa un programa
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genic similar al de les cel-lules mare intestinals normals. En tumors crescuts a
ratolins com xenografts, les cél-lules tumorals LGR5+ humanes van propagar
la malaltia amb alta eficiéncia, cosa que implica que aquesta poblaci6 cel-lular
consta en gran manera de céllules iniciadores d’'un tumor. A més, es van
generar PDO que portaven un casset de traca de llinatges i posteriorment es
va mapar la destinacié de les ceéllules LGR5+ en tumors intactes. Vam trobar
que les cel-lules LGR5+ mostren una capacitat d’autorenovacio i diferenciacié
multillinatge a llarg termini. Finalment, mitjan¢ant la generacié de PDO
LGR5-GFP/Ki67-RFP  double-knock-in, vam descriure una poblacio de
cel-lules mare quiescents en els CCR humans (Cortina et al., 2017).

Un altre exemple del potencial dels enfocaments descrits anteriorment
és lestudi de la plasticitat cellular mitjangant l'eliminacié de poblacions
cel-lulars especifiques (Cortina et al., 2017; Morral et al., 2020). Caracteritzant
les propietats de les céllules mare del cancer, vam trobar que la majoria de
I'RNA i les proteines sintetitzades als CCR es dona en un subconjunt limitat
de céllules que resideixen immediatament al costat de ’estroma. En canvi,
a mesura que les cel-lules tumorals es diferencien, experimenten una pérdua
irreversible de 'RNA i de la capacitat de sintesi de proteines. Utilitzant
estratégies d’ablacié de cellules, traga de llinatges i seqiienciaci6 d’RNA de
céllules individuals basades en CRISPR-Cas9, vam demostrar que en un
subconjunt de CCR el compartiment de cellules tumorals biosintetiques
encaixa amb el domini d’expressié LGR5 mentre que en altres tumors sembla
alimentar el creixement del tumor sense la contribucié de cellules LGR5+.
Les céllules tumorals presenten plasticitat mentre mantenen la capacitat
biosintetica. Quan la perden, la diferenciacié és irreversible. Els patrons de
zonacio de’RNA ila sintesi de proteines que descrivim reflecteixen ’existéncia
d’una jerarquia simple de cellules mare basada en la capacitat biosintetica
diferencial de les céllules tumorals (Morral et al., 2020).
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10.12. EDICIO GENOMICA EN LA LINIA GERMINAL

ANNA VEIGA. Dexeus Mujer, Hospital Universitari
Dexeus, Programa de Medicina Regenerativa. IDIBELL,
Barcelona

4 de maig de 2020

Ledicié genomica en la linia germinal (GGE, germline genome editing) ha
iniciat una nova dinamica amb l'aparici6 de la técnica de CRISPR-Cas9 i les seves
variants. La GGE pot dur-se a terme en cellules mare pluripotents, en cellules
espermatogoniques i en embrions en diferents estadis de desenvolupament.

Aquesta metodologia permet modificar geneticament les cellules mare
pluripotents que es poden transformar posteriorment en gametes tant masculines
com femenines a través de la gametogenesi in vitro que jas"haaconseguit en el ratoli.
Ledici6 de cellules mare espermatogoniques permet obtenir espermatozoides
modificats, també assolit en el model animal (rata).

La GGE té unes indicacions especifiques que inclouen parelles en les quals els
dos membres son homozigotics per una malaltia genética recessiva, en que un dels
membres és homozigotic per una malaltia genetica dominant i pels casos en que
un dels membres és portador d’una alteracié cromosomica estructural (per ex.,
translocacié 21/21, indicaci6 teorica). En la resta de casos de parelles portadores
de malalties genetiques, el diagnostic genetic preimplantacional que permet
seleccionar els embrions lliures de malaltia és la técnica d’eleccio.

Hi ha actualment diverses publicacions sobre GGE en embrions humans. Els
estudis van comengar amb embrions (zigots) tripronucleats (zigots provinents
d’ovuls fecundats per dos espermatozous) i posteriorment en embrions procedents
de zigots correctament fecundats, donats per a recerca o creats especificament per
als experiments. Les legislacions poden ser altament variables entre paisos i la
Xina, els EUA i el Regne Unit encapgalen les referéncies. Es tracta de publicacions
que demostren la possibilitat de dur a terme reparacié de gens defectuosos, insercié
o disrupci6 de gens. La finalitat pot ser curativa o de correccié d’alteracions o bé
per determinar el rol de determinats gens en el desenvolupament embrionari.

Les limitacions tecniques més importants de la GGE en embrions sén
l'aparici6 de fenomens doff-target (modificacions en llocs diferents que el
que es vol modificar) i de mosaicisme embrionari en queé s’han modificat de
manera distinta diferents cel-lules de I'embrié. Sha descrit recentment fenomens
d’off-target en que la modificacié genética no té lloc en la diana precisa del loci
triat. Es necessari dur a terme una analisi completa del genoma de I'embrié per
tal de valorar aquests fenomens. Shan publicat darrerament nous experiments
que demostren la necessitat d’optimitzacié de la GGE en embrions per resoldre la
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pérdua d’heterozigosi, la pérdua segmental o total de cromosomes i la manca de
reparaci6 en un percentatge elevat dels embrions editats.

Malgrat que hi ha un consens global de no utilitzar la GGE amb finalitats
reproductives en considerar que les limitacions técniques actuals no garanteixen
la seguretat de la técnica, el novembre de 2018 es va produir 'anunci del naixement
de dues nenes per part d’'un investigador xines que va ignorar totes les cauteles
expressades per les societats cientifiques i de bioetica. Els embrions van ser
modificats geneticament per tal que fossin no accessibles a la infeccié per part del
virus VIH.

Els embrions donats per parelles sotmeses a fecundacid in vitro que ja no els
desitgen per ala seva reproducci6 i volen destinar-los a usos de recerca representen
una font inestimable per tal de potenciar la recerca en I'ambit de la GGE. Cal
avaluar l'eficiencia d’aquesta tecnica i sobretot la seva seguretat abans de plantejar
la seva possible aplicaci6 clinica.

10.13. LA FINA LINIA GRISA: EDICIO GENOMICA PER A LA MILLORA
DELS ESSERS HUMANS?

GEMMA MARFANY. Catedratica de genética de la
Universitat de Barcelona, IBUB-IRSJD, CIBERER-ISCIII

4 de maig de 2020

Gran part de la cultura humana va néixer, probablement, del desig de ser
desitjable i de compareixer tan bé com puguem enfront dels nostres companys.
Petxines marines decorades, anells i bragalets d’or, collarets de pedra, perfums
i ungiients i teixits decorats es troben com a tumuls funeraris en totes les
cultures. Tant dones com homes han fet servir maquillatge per adornar les cares
i expressions, com a senyal de poder i valor. Probablement, la humanitat sempre
ha volgut transcendir la realitat, i perseguir la joventut eterna, ser més forta,
meés apta, més bella o més intel-ligent. El segle xx va viure una revolucié social,
la popularitzacié de la moda i el maquillatge a preus assequibles, els tractaments
hormonals i la cirurgia estética van fer possible i també van democratitzar el
canvi de la nostra aparenca fisica. No obstant aixo, la modificacié de les habilitats
intel-lectuals i els fenotips complexos estaven completament fora de I’abast del
maquillatge, les hormones esteroides o el bisturi.

Actualment, l'aparicié de ledicié genomica amb CRISPR-Cas9 i el seu
enorme potencial per a la manipulacié precisa del genoma posen l'edicié de
fenotips a les nostres mans. De sobte, els somnis transhumanistes podrien
ser factibles o, almenys, podrien ser-ho en el futur proxim. Pero la millora
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genetica no és terapia. La terapia es refereix al tractament o cura d’'una malaltia
o una condicié geneética, canviant la informacié genética per tal de millorar els
simptomes del pacient o fins i tot invertir els efectes patologics d’'una malaltia.
D’altra banda, la millora genética tracta de «millorar-nos» a nosaltres mateixos
o els nostres fills, per proporcionar-los qualitats diferents que no estaven
codificades en el seu genoma. Es tracta d’un canvi clau en el concepte, que també
comporta multiples problemes bioetics. Només esmentaré algunes de les qiiestions
que planteja la possibilitat d’aplicar tecniques biotecnologiques per a la nostra
millora genética. Hauriem d’aplicar técniques d’edicié genetica només per a la
terapia en malalties molt greus i incapacitants? Shauria de permetre a la gent
millorar les seves caracteristiques (per exemple, tenir un to de veu perfecte,
musculs més prims i més forts, ulls blaus, un coeficient intel-lectual més alt, visi6
infraroja, tolerancia al dolor fisic)? Ja sigui per terapia o per millora, s"hauria de
restringir 'edicié genomica a les cel-lules somatiques (és a dir, a individus nascuts)?
O hauriem de permetre la modificacié d’embrions (fet rellevant en malalties rares
heretades amb afectacié multiple d’organs)? Aquesta darrera possibilitat implica
la modificacié de la linia germinal i, per tant, el genoma que es transmet a la
progenie. Aixi, podrien canviar les freqiiencies al-leliques en els éssers humans
futurs, cosa que podria configurar en part el futur de la humanitat.

Alguns investigadors en bioética estan en contra de la modificacid geneética
de la linia germinal, o almenys, advoquen per la cautela, mentre que altres
sostenen que, com a pares, hauriem d’optar perque els nostres fills tinguin el
millor genoma possible si existeixen les eines i el coneixement, i procedir de
qualsevol altra manera seria una irresponsabilitat com a pares. Les enquestes
internacionals mostren que no totes les persones i cultures accepten I'edicié de
gens per a millora. A Europa, alguns paisos estan a favor de la terapia pero en
contra de la millora genetica, mentre que altres paisos (com Espanya) estan a
favor de tots dos tipus de manipulacié genética. Mentrestant, alguns cientifics
referents en el camp han comengat a fer una llista de desitjos, és a dir, de
possibles gens i variants genetiques que codifiquen trets fenotipics especifics i
podrien ser candidats per al’edicié en un futur. També és important recordar la
irresponsable i precipitada modificacié genética d’almenys tres bebes a la Xina
per part de 'equip de He Jiankui, que tenia com a objectiu aconseguir éssers
humans que no poden ser infectats pel virus del VIH, i va acabar modificant
embrions humans que seran mosaics genetics i portaran mutacions induides
durant tota la seva vida.

Hi ha una fina linia grisa entre la terapia i la millora, sense una sola posici6
adoptada pels cientifics, metges, experts en bioética o juristes. Les lleis i
recomanacions sobre I’edici6 de gens tampoc no sén homogenies a tot el mén.
Es tracta d’'un tema bioetic molt rellevant que afectara el nostre futur i sobre
el qual, com a societat, hauriem de reflexionar integrant diverses disciplines de
coneixement.
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10.14. LA TERAPIA GENETICA I LA BIOLOGIA SINTETICA: LA VIDA
COM A SOFTWARE

Lrufs PARERAS. Invivo Ventures

4 de maig de 2020

Fins fa ben poc, la naturalesa fixava els limits de la biologia. Pero aquest
fet pot arribar a la seva fi molt aviat: els camps de I'edici6 genetica i la biologia
sintetica permeten a les cél-lules anar més enlla de les normes de la naturalesa.
La biologia sintetica, una combinacié de biologia, genética, programacio
i enginyeria, sembla destinada a revolucionar les ciencies de la vida i la
medicina. Pero, a quin cost? Hi ha algun limit per editar cél-lules que hauriem
d’imposar-nos?

Des de finals del segle XX, els cientifics identifiquen el DNA com el software
o programari dels sistemes vius. Els especialistes son capagos de transferir
parts del codi genetic d’'un organisme a un altre per tal de «programar»
cellules amb funcions especifiques. Per mitja de la programacié del DNA,
la biologia sintética busca I’s de codis genetics artificials per generar nous
comportaments en biologia natural, o I'assemblatge artificial de sistemes
biologics naturals per donar lloc a nous comportaments en éssers vius, que no
han estat dissenyats per la natura.
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La transformacié de la medicina al llarg del segle passat es podria resumir
com l'evolucid «de les pastilles a les cel-lules». Els primers farmacs eren molecules
petites (small molecules), substancies simples que podien manipular algunes
vies biologiques per resoldre malalties (e. g, aspirina, antibiotics). Aquests
medicaments simples van consolidar les bases d'un paradigma que diu: a) hi
ha alguna cosa malament; b) dono un farmac, i c) mato alguna cosa. Més enlla,
el moén farmaceutic va evolucionar per produir farmacs biologics (biologicals),
proteines més grans i més complexes que eren més precises i efectives en la
manipulacié d’aquestes vies que produeixen una malaltia (e. g, anticossos,
insulina). A final del segle xx, la industria va arribar al punt de comengar a
produir céllules modificades com a farmacs (CAR-T, terapia genica, terapies
avangades), la qual cosa va canviar el paradigma a: hi ha alguna cosa malament,
dono una céllula i creix alguna cosa, que actualment domina la concepcid
moderna de la medicina. La industria biofarmacéutica esta entrant ara en
una nova era on els laboratoris ja estan produint cellules dissenyades de nou
(céllules construides amb un proposit, céllules que no existien anteriorment a
la natura) per prevenir i tractar malalties.
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Estem al llindar d’'una explosié cambrica de noves aplicacions, on hem
anat més enlla de llegir i editar genomes per comengar a escriure nous
genomes, les nostres propies idees de com hauria de ser la vida. El codi de
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vida té, aproximadament, 4 000 milions d’anys. Es hora de tornar a escriure’l
amb cura. Des de la perspectiva d’un inversor, sempre hi ha un moment en
que una nova tecnologia canvia d’interessant a «invertible». Aquest punt ha
arribat ara. Lenginyeria d’organismes vius podria convertir-se en una de les
industries més grans de les proximes decades. La qiiestio és, per descomptat,
fins on hem d’arribar? Ens estem tornant massa poderosos? A continuacié
podeu veure la matriu que he creat i que utilitzo per debatre els problemes
etics de la terapia genica.
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10.15. ASPECTES ETICS DE LEDICIO GENOMICA

JOSEP SANTALO. Unitat de Biologia Cellular, Universitat
Autonoma de Barcelona; Observatori de Bioética i Dret,
Universitat de Barcelona

4 de maig de 2020

Els aspectes etics de les tecniques d’edicié genomica es poden abordar des
de dos punts de vista diferents: des d’un punt de vista teleologic i des del punt
de vista deontologic.
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Prenem primer la visié de l'edicié genomica des de I’ética teleologica.
L'etica teleologica és la que valora les conseqiiencies dels actes o, en aquest
cas, de la tecnologia a desenvolupar. El conseqiiencialisme (o utilitarisme) n’és
el maxim exponent i el que fa és una analisi de quins son els beneficis i quins
els riscos. El problema d’una aproximacié d’aquesta mena és que, en les noves
tecnologies com la que ens ocupa, desconeixem aquests dos termes, tant els
riscos reals com els beneficis que podem esperar-ne. Davant d’aquesta situacio
podem optar per actuar amb cautela pero si aturem la recerca evitarem, sens
dubte, els riscos pero ens perdrem també els possibles beneficis.

Les noves tecniques d’edicié genomica (p. ex., CRISPR-Cas9) han propiciat
una disminuci6 efectiva dels riscos metodologics de I’aplicacié de la tecnica, ja
que ha augmentat extraordinariament I’especificitat, I’eficacia i la versatilitat
de la tecnica i disminuit significativament els efectes secundaris indesitjables i
la dificultat, la qual cosa I’ha fet accessible a molts laboratoris d’arreu del moén.
Aquestes caracteristiques son les que han fet que I'edicié genomica, que fins
fa poc era considerada una mera especulacié académica, hagi esdevingut una
realitat més que versemblant.

Des del punt de vista conseqiiencialista s’ha proposat un posicionament
de molta cautela davant la modificacié d’especies salvatges, per les greus
conseqiiéncies mediambientals que podria implicar (Ledford H., 2015). Quant
a la seva utilitzacio en I’especie humana, les posicions son diferents en funcié
de si la modificacid es planteja en adults o en linia germinal/embrionaria. En
el primer cas hi ha una acceptacié gairebé unanime sempre que tingui una
finalitat terapeutica. La situacié canvia radicalment quan es tracta de I'edicié
genomica en la linia germinal/embrionaria. Si bé en aquest cas I'avantatge és
que la modificacid genética es transmet a la descendéncia, la qual cosa elimina
la necessitat de modificar els individus en el futur quan siguin adults, aquesta
mateixa circumstancia genera controveérsia respecte a la seva consideracié. Hi
ha hagut un gran nombre de posicionaments (per a revisié, vegeu Santald,
2017) pero la posicio més acceptada és la de permetre’n 1'as en recerca basica i,
quan la tecnologia estigui suficientment consolidada, passar a emprar-la amb
finalitats terapeutiques i deixar I'tis per a millora genética de I’especie humana
en una moratoria sine die (Santald i Casado, 2016).

Sobre 'edici6 genomica des de I’etica deontologica, d’altra banda, el punt
de vista deontologic implica fer una analisi bioetica d’acord amb el raonament
empiric, considerant allo que és intrinsecament bo o dolent. Largument més
basic esgrimit en contra l'edicié genomica és el del respecte a la integritat
genética. Aquest argument propugna que les modificacions geneétiques
atemptin contra la dignitat dels organismes modificats (siguin humans,
animals, plantes o microorganismes) per quan es viola la integritat genetica
de I’'individu.
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Aquest respecte a la integritat genetica pot ser considerat no només
individualment sin6 també com a espécie, de manera que hauriem de rebutjar
qualsevol modificacié genética en qualsevol espécie inclosa I’'espécie humana,
sigui quina sigui la finalitat d’aquesta modificacié. Aquesta aproximacid
sialinea clarament amb les tesis bioconservadores. La qiiestio esta, pero, en
el fet que la modificaci6 genética d’especies animals i vegetals fa millennis
que la humanitat la practica: és el procés de seleccié dut a terme durant la
domesticacié dels animals i el desenvolupament de l’agricultura. Alguns
autors argumenten, perd, que aquest procés esta basat en laparicié a
latzar de les mutacions que posteriorment seleccionarem, pero el fet que la
intervencio de l'atzar faci acceptable una tecnologia que no ho seria quan esta
tecnologicament dirigida sembla poc consistent.

Pel que fa al respecte a la integritat genetica de 'espécie humana, el maxim
exponent d’aquest corrent de pensament és Hans Jonas (1903-1993), que proposa
en el seu Principio de responsabilidad: «Actua de manera que els efectes dels
teus actes siguin compatibles amb la permanencia d’una vida humana genuina»
(Jonas, 1984). Davant d’aquest posicionament, Allen Buchanan (2011) argumenta
que la proposta de Jonas sembla assumir axiomaticament que l'espécie humana,
tal com la coneixem en 'actualitat, representa la culminacié de I’evolucié i que
qualsevol canvi en ella ha de ser pitjor, per la qual cosa cap hem de tendir a
conservar-la tal com la coneixem. Aquesta idea sembla radicalment contraria
al concepte d’evolucio biologica, que porta implicita la idea de canvi constant.
Que aquest canvi sigui per l'atzar o dirigit des d’'una voluntat intelligent (que
no oblidem que també és fruit de I’evolucié de 'espécie humana) podria marcar
la diferéncia entre allo que és o no eticament acceptable perod també podria fer
perdre consistencia a 'argument en si.

Dins de l'argumentacié de base deontologica s’han esgrimit altres arguments
a favor i en contra de l'edicié genomica que inclouen el respecte a I'autonomia
individual, I'eugenésia i el «disseny dels fills», 'equitat i la justicia distributiva, la
insostenibilitat o la fallacia naturalista (per a una revisio, vegeu Santald J., 2019).

Independentment de 'argumentacié de base que prenem, darrerament l'edici6
genomica ha estat una font important de debat étic, sobretot arran de les noticies
que arribaven des de la Xina que confirmaven l'edicié genomica de dues nenes per
fer-les, eventualment, immunes al VIH (Jiankui H., 2018). Aquest esdeveniment
ha disparat totes les alarmes i ha fet replantejar-se estratégies de control de la
tecnologia (com per exemple propostes de moratories) que, per les caracteristiques
de la mateixa tecnica ja esmentades, s’han reputat com a inviables.

El debat étic és pertinent i imprescindible. La societat ha de participar en
una decisi6 que pot afectar el futur de la mateixa espécie humana i ajornar-lo o
deixar-lo en mans d’alguns pot tenir conseqiiencies irreparables per a tothom
(Luna et al., 2019). Ara bé, aquest debat ha d’estar basat en evidencies, en
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informaci6 verag i defugir dels apriorismes, si no, les seves conclusions estaran
esbiaixades i respondran més a interessos particulars que no pas al benestar de
la humanitat.
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10.16. L’EDICIO GENETICA A ’ARENA PUBLICA: COMUNICACIO I
PERCEPCIO SOCIAL

GEMA REVUELTA. Directora del Centre de Ciéncia,
Comunicacié i Societat, Universitat Pompeu Fabra,
Barcelona

4 de maig de 2020
Els temes que sobresurten en la informacié publica influeixen en

I'establiment de I'agenda social (allo que a una comunitat concreta d’individus
li sembla important en un moment determinat), mentre que la manera com
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s'ofereix la informacio té efectes en les percepcions i opinions publiques sobre
els problemes o conceptes en qiiestio (és a dir, en les representacions socials
d’una realitat).

Lts en humans de ledicié genética és un d’aquests temes que s’ha
guanyat un lloc en 'arena publica en els darrers anys, especialment a partir
de I'expansié en la utilitzacié de la tecnologia CRISPR-Cas9. Precisament per
aquest motiu, des del Centre d’Estudis de Ciéncia, Comunicaci6 i Societat de
la Universitat Pompeu Fabra (CCS-UPEF), en collaboracié amb la Fundacié
Vila Casas, vam dedicar 'Informe Quiral de 2017 a I’estudi de la comunicacié
de l'edici6 genetica i la seva percepci6 social.! L'informe descriu com aquest
tema va ser destacat als mitjans de comunicacié i com aquesta major presencia
va coincidir amb un increment en les cerques a Google des de dispositius
localitzats al territori espanyol, la qual cosa va mostrar 'efecte agenda. En
aquesta investigacio es va observar també que la metafora predominant per
alludir a aquesta tecnologia era la imatge del «retalla i enganxa». A I'informe
descrivim de quina manera la metafora cut-and-paste s'origina en les mateixes
publicacions cientifiquesid’aquestes passaa mitjans més populars. Es necessari
reflexionar sobre 'impacte que pot tenir utilitzar una metafora o una altra
en la percepcié d’un concepte per a un public no familiaritzat. Per exemple,
no és el mateix parlar de «retalla i enganxa» que de «tisores moleculars»,
«bisturi genétic», «apagat/ences», «tecniques per dissenyar nadons a la carta»
o «edicié genetica model T», que van ser altres de les metafores utilitzades per
referir-se a aquesta tecnologia. Cada metafora s’associa a un mon de referents:
«Retalla i enganxa» ens fa pensar en els processadors de textos digitals sense
connotacions especialment positives o negatives, «bisturi» sassociaria amb
precisid, «<model T» amb alguna cosa barata, etcétera.

Ledici6 del genoma, inclosa la técnica CRISPR-Cas9, ha estat també objecte
de debats étics en el si de la comunitat cientifica i fora, especialment quan
es refereixen al seu potencial us en el context clinic. En el marc del projecte
europeu NERRI (Neuro-enhancement; Responsible Research and Innovation),
des del CCS-UPF vam participar, juntament amb investigadors d’onze paisos
del moén, en una investigacio sobre les opinions i percepcions del public sobre
'edicié geneética en el camp particular de les capacitats cognitives.? En concret,
es plantejaven quatre hipotetics escenaris en els quals els personatges descrits
prenien decisions sobre I'tis de la tecnologia amb fins de millorar les capacitats
cognitives en persones sanes (neuromillora) o malaltes (neurotractament), en
adults o en 'embrio. A tots els paisos va predominar una actitud de més recel
davant I’us de la tecnologia en embrions que en adults, especialment quan la
finalitat era de millora i no terapeutica. La indicacié concreta de la tecnologia,
més que la tecnologia en si mateixa, sembla que guia I'opinié del public sobre
la conformitat o no amb aquesta intervencio, si bé la discussié etica sol estar
meés centrada en la tecnologia.
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Explorar amb més profunditat com es produeix la comunicacio sobre edici6
genetica i quines opinions i actituds manifesta el public poden ajudar no només
a intentar millorar la seva comunicacio, sin6 que son aspectes que s’haurien de
tenir en compte a I’hora de prendre decisions sobre la mateixa tecnologia i el
marc étic en el qual s’ha de desenvolupar.
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