PREMIO NOBEL EN QUIMICA 2020
Editando genes con CRISPR-Cas9*

NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2020
Editing genes with CRISPR-Cas9*

Kira Welter
Wiley-VCH, 47877-Alemania Recibido: 03-04-2021
kwelter@wiley.com Aceptado: 01-05-2021

[*] La version original de este articulo fue publicada en aleman en la revista Chemie in un-
serer Zeit.!

Resumen

La tijera genética CRISPR-Casg es considerada un arma infalible en la bioquimica. Con
este método es posible modificar el material genético en humanos, animales, plantas y
microorganismosconuna precision, rapidezysimplicidad inigualables. Todo esto la convierte
en una portadora de esperanza en las areas de la medicina y la agroindustria. En el 2012,
cuando Jennifer Doudnay Emmanuelle Charpentier (Fig. 1) presentaron el procedimiento por
primera vez, muchos cientificos supieron que se trataba de una revolucion en la ingenieria
genética. Ahora, varios afnos después, las dos cientificas han recibido el Premio Nobel de
Quimica por este importante descubrimiento. Con la ayuda de la técnica CRISPR-Casg es
posible investigar el origen de enfermedades como la diabetes o el Alzheimer o cultivar
plantas que sean mas resistentes al calor, la sequia o varios tipos de parasitos. El potencial
de la tijera genética pareciera ser ilimitado, pero este método también podria ser usado
para "confeccionar" seres humanos al gusto, lo cual genera muchas interrogantes éticas y
ya ha causado varios conflictos legales.
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Abstract

The CRISPR-Casg9 genetic scissors are considered an infallible weapon in biochemistry.
With this method it is possible to modify genetic material in humans, animals, plants
and microorganisms with unrivalled precision, speed and simplicity. All this makes her a
bearer of hope in the areas of medicine and agribusiness. In 2012, when Jennifer Doudna
and Emmanuelle Charpentier (Fig. 1) first presented the procedure, many scientists knew
it was a revolution in genetic engineering. Now, several years later, the two scientists have
been awarded the Nobel Prize in Chemistry for this important discovery. With the help of the
CRISPR-Casg technique, it is possible to investigate the origin of diseases such as diabetes
or Alzheimer's disease or to cultivate plants that are more resistant to heat, drought or
various types of parasites. The potential of the genetic scissors seems to be unlimited, but
this method could also be used to "tailor" human beings to taste, which raises many ethical
questions and has already caused several legal disputes.
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Introduccion

La técnica que fue honrada el afio pasado
con el Premio Nobel en Quimica ha aparecido
varias veces en los titulares de las noticias.?
Durantelos Gltimosanos, elenorme potencial
del método CRISPR-Casg ha sido oscurecido
varias veces por diversos escandalos. El caso
mas conocido es una noticia proveniente
de China3 diciendo que un cientifico local
habia supuestamente creado los primeros
bebés manipulados genéticamente. Las
alegaciones del investigador generaron
indignacion a nivel mundial en el 2018,
pero también ha habido largas disputas
sobre  patentes entre instituciones
estadounidenses4 que han contribuido a
disminuir la emocion relacionada con este
revolucionario descubrimiento. Lo cierto
es que la tijera genética abre innumerables
oportunidades en la medicina.

El procedimiento ya ha sido utilizado
para tratar pacientes con enfermedades
hereditarias como la anemia de células
falciformes —una alteracidon crénica de la
sangre que hace que los glébulos rojos
se deformen hasta adquirir apariencia de
hoz. Un grupo de cientificos también logro
modificar las células T del sistema inmune
empleando este método para tratar un
paciente con cancer. Las ganadoras del
Premio Nobel en Quimica 2020, Jennifer
Doudna 'y Emmanuelle  Charpentier,
contribuyeron con su trabajo en forma
decisiva a esta revolucion genética.

Fig. 1 Emmanuelle Charpentier [Instituto Max Planck,
Centro de Investigacion para la Ciencia de los Agentes
Patogenos. Hallbauer & Fioretti, Braunschweig,
Alemania] y Jennifer A. Doudna [Universidad de
California, USA] recibieron el Premio Nobel en
Quimica 2020.

El descubrimiento del sistema CRISPR-Cas

"Charpentier y Doudna fueron las primeras
en definir todos los elementos necesarios
para poder utilizar un sistema CRISPR-Cas9
bacteriano como herramienta de edicion de
genes en cualquierotroorganismo" dice Lluis
Montoliu, un experto en genética que trabaja
en el Centro Nacional de Biotecnologia
(CNB-CSIC) en Espafia. "El Premio Nobel es
un reconocimiento muy merecido por sus
logros y aportes en esta area". Pero Montoliu
agrega que también hay otros cientificos
gue han jugado un papel importante. Uno de
ellos es el microbiélogo Francisco Mojica de
la Universidad de Alicante. Sin él, no existiria
CRISPR.

En 1993, el investigador espafiol descubri6
unas secuencias repetitivas de ADN
inusuales en el genoma de la arquea
Haloferax mediterranei>@ (un organismo
unicelular) y varios anos después demostrd
que este tipo de secuencias estan presentes
en forma generalizada en los procariotas —
organismos como las bacteriasy las arqueas
que no poseen un ndcleo celular. En 1987,
un grupo japonés habia observado algo
parecido en la bacteria Escherichia coli.5P

En el aho 2002, Mojica y el holandés Ruud
Jansen introdujeron el concepto CRIPSR
(una abreviacion de Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)
para describir estas extrahas secuencias, las
cuales estan compuestas de sucesiones de
bases que serepiten enintervalosregularesy
asemejan palindromos, o sea palabras como
ama, 0so o radar que se leeny escriben igual
enambasdirecciones (Fig. 2).Jansentambién
estuvo involucrado en la identificacion de los
genes asociados a CRISPR (llamados Cas).”
Esos son genes que siempre estan presentes
cerca de una secuencia CRISPR y juegan un
papel importante en la funcién de la tijera
genética.

Sin embargo, la tarea exacta del dio CRISPR-
Cas no fue clarificada sino varios anos
despuéscuandocientificosdescubrieron que
este sistema protege a los microorganismos
de infecciones. Es como un mecanismo de
defensa adaptable que se "acuerda" de
ataques previos por parte de virus y otros
cuerpos extrafios para proporcionarle a
los procariotas una forma de inmunidad
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adquirida. En caso de una nueva infeccion,
el sistema reconoce los acidos nucleicos
invasores y los destruye.8-10

Francisco Mojica explica que la herramienta
biogenética CRISPR-Casg se basa en este
sistema natural. "Guiado por moléculas de
ARN pequefo apropiadas, el Casg nativo
puede cortar practicamente cualquier
secuencia de ADN en todos los tipos de
célulascongran precision. Después, laregion
alrededorde la ruptura puede ser modificada
—o editada— con ayuda de los mecanismos
celulares encargados de reparar el ADN."
Mujica ahade que ahora existen derivados
sintéticos de Cas9 que permiten realizar

alteraciones precisas en las moléculas de
ADN sin necesidad de cortarlas.?

El mecanismo de defensa adaptivo de las
bacterias

La primera vez que Jennifer Doudna escuch6
sobre el nuevo sistema CRISPR fue en el
2006. En esa época ya ella dirigia un grupo
de investigacion en el Universidad de
California, Berkeley (USA) donde estudiaba
lainterferencia por ARN (o ribointerferencia),
un mecanismo importante presente en
humanos, animales, plantas y hongos por
medio del cual se suprime la expresion

Palindrome Palindrome
| - Envoltura
BO0ELOONEELL CE0000C000006C000 Envoltura 0
o dé horquilla
lTranscnpcnon
=N e08GE 00006600 C00000600000066000 000
. Envoltura
de horquilla

Fig. 2 Secuencia palindrémica en el material genético de la bacteria Streptococcus agalactiae. Con este tipo de
palindromo discontinuo, el ADN puede formar estructuras tallo-bucle, o sea patrones estructurales compuestos
por una doble hélice (o tallo) que acaban en un lazo (o bucle). Este tipo de estructuras también son llamadas
estructuras horquilla o tallo-lazo [MPG / Art for Science, Alemania].

de genes especificos en las células vy
cuya funcion principal es defender a los
organismos de cualquiertipo de ARN externo
(por ejemplo, proveniente de un virus).

Un dia suena el teléfono en la oficina de
Doudna y un colega le cuenta sobre las
extrafias repeticiones observadas en el
material genético de las bacterias. El le
comenta que siempre aparece el mismo
codigo, pero que en el medio se ven

secuencias especiales con una apariencia
distinta (Fig. 3). Estos fragmentos (nicos
parecen encajar con el c6digo genético de
varios virus, lo que hace pensar que las
bacterias, luego de haber superado una
infeccion viral, graban partes del cédigo
genético del virus en su propio genoma
como "recuerdo” para asi poder defenderse
posteriormente —es como un tipo de
memoria molecular. El colega de Doudna
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sospecha que este sistema inmune ancestral
de las bacterias podria tener semejanzas con
la ribointerferencia.

La noticia entusiasma a la cientifica
estadounidense, quien ahora quiere
saber todo sobre CRISPR/Cas. Durante

sus investigaciones, nota que los nuevos
genes Cas se parecen a un tipo de genes
ya conocidos que estan encargados de
producir el plan de construccién para las
helicasas y las nucleasas. Esas son enzimas
que estan especializadas, respectivamente,
en separar los pares de bases en el ADN o

el ARN bicatenario y descomponer o cortar
los acidos nucleicos. Doudna se pregunta si
las proteinas Cas podrian tener esa misma
funcién.

En los anos siguientes, ella estudia, junto
consugrupo, la actividad de varias proteinas
Cas.'? Al mismo tiempo, diversos cientificos
a nivel mundial se dedican a investigar
el nuevo par CRISPR/Cas. Sus resultados
demuestran que el sistema inmune de las
bacterias puede adoptar distintas formas. El
sistema estudiado por Doudna es un sistema
complejo que pertenece a la Clase 1 donde

Sistema inmunoldgico natural de Streptococos contra virus:

CRISPR/Cas 9

/i su ADN dafiino. Si la bacteria

Cuando los virus una

sobrevive a la infeccion, inserta una parh del ADN en su genoma, como una
memoria del virus. Luego, este ADN se usa para proteger a la bacteria de nuevas
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Fig. 3 CRISPR-Casg: El sistema inmune natural de las bacterias. Luego de haber superado una infeccion viral,
las bacterias graban partes del c6digo genético del virus en su propio genoma como memoria para asi poder
defenderse posteriormente. En caso de una nueva infeccidn, el organismo reconoce a los acidos nucleicos
invasores y los destruye dos piezas de un rompecabezas que encajan perfectamente

Fuente: Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences

se requieren varias proteinas Cas para poder
desactivar un virus, pero también existen
sistemas mas sencillos de la Clase 2. A miles
de kildbmetros de distancia, Emmanuelle
Charpentier acaba de tropezarse con
un sistema que tiene exactamente esas
caracteristicas.

La cientifica francesa trabaja desde el 2009

en la Universidad de Umea en Suecia. Alli

realiza investigacion relacionada con la

bacteria Streptococcus pyogenes que causa
—entre otras cosas— la fiebre escarlata, el
impétigo y la amigdalitis purulenta en seres
humanos. Junto con un grupo de cientificos
de Berlin, Charpentier acaba de identificar
las pequenas moléculas de ARN que son
responsables de la regulacion genética
en este tipo de bacterias. Curiosamente,
el codigo genético de una de esas
moléculas se parece bastante a la extrafa
secuencia CRISPR observada en el genoma
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de la bacteria. Los cientificos también
descubrieron que la pequena variante nueva
de ARN esta presente en grandes cantidades.
Tras estudios adicionales, el grupo de
Charpentiernoté que unapartedelapequena
y desconocida molécula de ARN encajaba
perfectamente en la parte repetitiva de la
secuencia CRISPR del genoma de la bacteria,
como en un rompecabeza (Fig. 3). Aunque los
cientificosnuncahabianestudiadoelsistema
CRSIPR-Cas antes, siguieron investigando
y experimentando hasta descubrir que se
trataba de un sistema de la Clase 2, el cual
requiere una sola proteina Cas —es decir, la
proteina Casg— pararomper el ADN delvirus.
Ademas, demostraron que la molécula de
ARN desconocida —llamada trans activating
crispr RNA (tracrRNA)— es necesaria para
que el ARN largo proveniente de la secuencia
CRISPR alcance su forma madura y funcional
(crRNA). La enzima ribonucleasalll (RNase Il1)
también esta involucrada en este proceso.!3

Preparando la receta completa

La cooperacion entre Charpentier y Doudna
comenz6 en el 2011 en un café en Puerto
Rico. En ese entonces, las dos investigadoras
estaban participando en una conferencia
en la isla caribena. Mientras discutian su
trabajo, se lesocurrid asociarse para estudiar
la funcidn de la proteina Casg en el sistema
sencillo Clase 2 de S. pyrogenes. Ellas
sospechaban que se necesitan moléculas
de crRNA para poder reconocer el ADN de los
virus y que Cas9 es la "tijera" que entonces
cortaesamolécula de ADN. Pero sus estudios
in vitro iniciales no condujeron a nada y las
moléculas de ADN permanecieron intactas.

Después de muchas reflexiones, discusiones
y experimentos fallidos, las cientificas
decidieron anadir tracrRNA a sus pruebas y
he alli: La molécula de ADN fue finalmente
cortada.Conesodemostraronqueelpequeno
tracrRNA cumple dos funciones importantes.
Sus resultados ademas comprobaron lo
efectivo que es el sistema de defensa de S.
pyrogenes —un descubrimiento fascinante.

Un experimento revolucionario

PeroDoudnayCharpentiertodavianoestaban
satisfechas con eso y trataron de simplificar

la tijera genética aln mas. Gracias a sus
conocimientos nuevos acerca del tracrRNA y
el crRNA consiguieron una forma de combinar
estos dos tipos de acido nucleico en una
sola molécula que llamaron single guide
RNA (sgRNA). Las cientificas luego utilizaron
una variante simplificada de la tijera
genética, la cual estaba compuesta solo de
sgRNA y Casg, para realizar un experimento
que revolucionaria a la biotecnologia para
siempre: Para empezar, ellas sacaron un
gen de la nevera del laboratorio de Doudna
y eligieron cinco puntos distintos donde ese
gen deberia ser cortado. Luego modificaron
la parte CRISPR de la tijera de tal forma que
su cbdigo coincidiera con el codigo de las
regiones que querian cortar. El resultado fue
impresionante: las moléculas de ADN fueron
cortadas exactamente en las posiciones
predeterminadas.'4 De esta manera las dos
investigadoras y sus colegas inventaron
una herramienta poderosa que puede ser
programada para cortar cualquier secuencia
genética en la posicion deseada (Fig. 4).

Casi simultdneamente aparecieron otros
resultados  similares publicados por
un grupo de investigacion dirigido por
el lituano Virginijus SikSnys. El equipo
investigd el sistema CRISPR/Cas en la
bacteria Streptococcus thermophilus vy
también descubrié el papel cumplido por
el crRNA y la proteina Casg. Sin embargo,
los investigadores pasaron por alto la
importancia del tracrRNA.5

En el 2018, Sikdnys compartié el famoso
Premio Kavli de Nanotecnologia con Doudna
y Charpentier en reconocimiento a este
trabajo.1®

Disputa por patentes y cuestiones éticas

Desde entonces, investigadores en todas
partes del mundo han utilizado la tijera
genética. En el 2013, los grupos de Feng
Zhang'” del Massachusetts Institute of
Technology (MIT) y George Church!® de
la Universidad de Harvard emplearon la
herramienta por primera vez en ratones y
células humanas. Esto tuvo consecuencias
importantes para Doudnay Charpentier. Aln
hoy continGan las disputas legales entre
ellasy sus universidades porun ladoy el MIT
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y Zhang por el otro.4

Zhang y Church demostraron que la técnica
funcionanosoloen procariotas, sinotambién
en eucariotas como plantas y animales.
Doudnay Charpentierno lograron comprobar
esto antes y por eso muchos expertos se
sorprendieron al ver que ni Zhang ni Church
fueron incluidos en el Premio Nobel. Dada la
importancia del método para la medicina, la
contribucion de estos dos investigadores no
es nada banal.

Las innumerables posibilidades ofrecidas
por la técnica CRISPR-Casg también han
desatado varios debates éticos. En el 2018,
la Corte Europea de Justicia decidié que
cualquier planta cuyo material genético haya
sido cambiado utilizando la tijera genética
cae bajo las estrictas leyes de la ingenieria
genética. Sin embargo, a muchos cientificos
les parece esta decision ilégica, ya que una

Las tijeras genéticas
CRISPR /Cas 9

planta modificada con el método CRISPR-Cas
no se diferencia en todos los casos de una
variante natural.'® Esa es también la opinién
de Matthias Berninger de la compaiiia
Bayer. "El Premio Nobel en Quimica 2020
es una llamada de alerta para Europa," dice
Berninger. "En lugar de prohibir, debemos
optar porinnovar."

La controversia es alin mas grande cuando se
trata de aplicar la técnica a humanos, ya que
hasta modificaciones de la linea germinal
parecen estar al alcance de la mano. Esto,
por supuesto, trae problemas. En el 2018,
el investigador chino He Jianku afirm6 haber
manipulado los genes de gemelas para
protegerlas del SIDA.3 Aunque hay dudas
de que sus declaraciones sean ciertas,?°
este incidente demuestra el tipo de desafios
politicos y éticos que nos esperan.

En diciembre del 2020, Jianku fue
sentenciado a tres anos de prisién por una

Cuando los investigadores van a editar un genoma usando las tijeras
genéticas, construyen artificialmente una guia ARN, gue coincida con el cédigo
de ADN donde se realizara el corte. La proteina tijera, Cas 9, forma un
complejo con la guia ARN, que lleva las tijeras al lugar del genoma donde se

realizara el corte.

Los investigadores pueden hacer que la propia célula
repare el corte en el ADN. En la mayoria de los casos,
esto ocasiona que se desactive la funcidon del gen
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Reparacién propensa a errores

Si los investigadores quieren insertar, reparar o editar un gen,
pueden disefiar especialmente una pequefia plantilla de ADN
para ello. La célula usara la planiilla cuando repare el corte en
el genoma, por lo que se cambia el cdigo en el genoma

P

ADN insertado

Fig. 4 Funcién de la tijera genética CRISPR/Cas9 [Johan Jarnestad, The Royal Swedish Academy of Sciences].
Fuente: Johan Jarnestad/The Royal Swedish Academy of Sciences
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corte china.??
Un mundo lleno de posibilidades

Aunque los temores relacionados con las
modificaciones genéticas en humanos no
son infundados, el potencial del método
galardonado el afio pasado con el Premio
Nobel es enorme. Entre otras cosas, los
cientificos intentan desarrollar métodos
que les permitan reparar genes en 6rganos
grandes como los musculos o el cerebro. En
experimentos con animales han demostrado
que es posible transportar la tijera genética
a las células que van a ser reparadas
utilizando virus especialmente programados
para eso. De esa manera se pueden tratar
enfermedades hereditarias graves como
la distrofia muscular o la enfermedad de
Huntington. Pero esta tecnologia aln debe
ser desarrollada mas antes de poder ser
probada en humanos.

Hace poco, un grupo de investigadores
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Articulos generales:

¢"Genetic scissors: a tool for rewriting the code of life," Ann Fernholm et al., The Royal
Swedish Academy of Sciences, 2020.

¢"A Tool for Genome Editing," Claes Gustafsson The Royal Swedish Academy of Sciences,
2020.

Revista de Ingenieria y Tecnologia Educativa (RITE) Vol. 4, N2 1; Enero - Junio 2021, ISSN: 2665-0339

Internet:

eThe Nobel Foundation (https://www.nobelprize.org).
eThe CRISPR Page at CNB (Lluis Montoliu) (http://wwwuser.cnb.csic.es/~montoliu/CRISPR/).

eGen-Editing mit CRISPR-Casg (Max-Planck Gesellschaft) (https://www.youtube.com/
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watch?v=ouXrsr7U8WI&feature=youtu.be).
Experimento:

e|. Tetsch, H. Bohm, M. Hartung, ,,CRISPR-Cas — DNA gezielt verandern“, Chem. Unserer Zeit
2017, 51, 338 (https://doi.org/10.1002/ciuz.201700801)

Texto original de las entrevistas:
Lluis Montoliu:

¢"Charpentier and Doudna were the first to define all the elements required by a bacterial
CRISPR-Casg system to be used as a genome editing tool in any other organism."

¢"The Nobel Prize is a most deserved recognition for their achievements and contributions
to the field.'

Francisco Mojica:

¢"Guided by tailored, small RNA molecules, the native Casg can cut within almost any
sequence of DNA, in any cell type, with high accuracy. Subsequently, the region nearby
the break can be modified—or edited—through the action of the cellular mechanisms
in charge of repairing DNA damage."

¢"The possibility of manipulating the genetic bases of life with such simplicity and precision
facilitates as never before biology research and enables downstream applications
in every field of health and life sciences. Thanks to CRISPR/Cas9, crops are being
improved, microorganisms optimized for goods production, and diseases prevented
or cured in human cells and animal models, all this with great ease. The benefits to
agriculture, biotechnology, and medicine are countless at present and unforeseeable
for the future.”

Matthias Berninger:

¢"Der 2020 Nobel-Preis fiir Chemie ist ein Weckruf fiir Europa: Statt auf Prohibition miissen
wir auf Innovationsfreude setzen."
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