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CRISPR y coronavirus

Dr. Lluis Montoliu.
Articulo publicado en el blog NAUKAS el 3 de abril de 2020

vt R

s Que pueden aportar las herramientas de edicion genética CRISPR en la investigacion para detectar y derrotar al coronavirus

SARS-CoV-2 causante de la COVID-19? Fotografia: Lluis Montoliu

Los que me hayais escuchado alguna vez impar-
tiendo una charla sobre CRISPR, o hayais leido mi
libro «Editando genes: recorta, pega y colorea. Las
maravillosas herramientas CRISPR» (NextDoor Pu-
blishers, 2019) ya sabréis que una de las frases que
mas repito yo es: «la imaginacion es el limite de
las aplicaciones CRISPR». Por eso no nos deberia
sorprender que el universo CRISPR también tenga
algo que decir en la crisis actual sanitaria mundial
causada por el coronavirus SARS-CoV-2, causante
de la COVID-19. En este articulo explicaré los dos
grandes grupos de aplicaciones CRISPR para DIAG-
NOSTICAR y para COMBATIR el coronavirus.

Diagnéstico del coronavirus
diante CRISPR

me-

La primera «aplicacién» CRISPR para el
nuevo coronavirus vino de la mano del laboratorio
de Feng Zhang (BROAD-MIT, Boston, MS, USA),
el inventor de la técnica de diagndstico mediante
CRISPR llamada SHERLOCK (nombre con evidente
gancho y doble sentido, que es un acrénimo de las
palabras en inglés Specific High-sensitivity Enzymatic
Reporter unLOCKing), y que su laboratorio descri-
bié en 2017. El diagnéstico mediante CRISPR y la
técnica SHERLOCK esta ilustrado en la figura que
encabeza este articulo. Esencialmente el protocolo
se basa en una nueva proteina efectora Cas, que ya
no es Cas9 sino que es Casl3a, de otra bacteria. La

Casl13a tiene la capacidad de cortar ARN (y no ADN,
como Cas9), y de activarse gracias a una pequena
guia de ARN especifica que sea complementaria al
ARN que se quiere cortar y degradar. El grupo de
Feng Zhang encontr6 que al activarse in vitro (en el
laboratorio) esta RNAsa (nucleasa que degrada el
ARN) esta parecia volverse loca y acababa cortando
y degradando no solamente el ARN complementario
diana sino todos los ARN que hubiera en el ensayo'.
Este hallazgo, que hubiera sido interpretado como un
gran fiasco por la mayoria de investigadores, desperté
la perspicacia y el talento de Feng Zhang, y acabd
convirtiendo un resultado negativo inesperado en una
nueva aplicacion para diagnosticar la presencia de
moléculas de ADN (y ARN) presentes en infimas
cantidades en una muestra®.

La idea magistral que se oculta tras SHER-
LOCLK es la adicién de unas pequenas molé-
culas de ARN (de color morado en la ilustracién
de cabecera) que tienen en uno de sus extremos una
moléculas fluorescente (F) y en el otro extremo una
molécula inhibidora de esa fluorescencia (N). Cuando
las dos moléculas F y N estdn juntas no se emite
fluorescencia. Tras activarse el corte del ARN dia-
na por parte de la proteina Casl3a, gracias a una
guia especifica de ARN, complementaria al ARN a
detectar, la Casl3a no solo corta ese ARN sino todos
los presentes en la mezcla, incluyendo las pequenas
moléculas de ARN de color morado. Estas, al par-
tirse, liberaran las moléculas F y N por separado vy,

1J.S. Gootenberg y otros. Nucleic acid detection with CRISPR-Casl13a/C2c2. Science, 356(6336):438-442, 2017. doi:

10.1126/science.aam9321

2M. J. Kellner y otros. SHERLOCK: nucleic acid detection with CRISPR nucleases. Nature protocols, 14, 2986-3012, 2019.
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entonces, la molécula F podra brillar y mostrar su
fluorescencia, siendo posible detectar este brillo de
luz mediante detectores luminicos especificos. Dado
que la fluorescencia no aparece hasta que se inicie
la degradacién de los ARN y, dado que esta degra-
dacién no se inicia si no es en presencia del ARN
complementario a la guia ARN especifica, el siste-
ma SHERLOCK representa un método muy
especifico y sensible (se estima su sensibilidad en
el orden de attomolar, esto es detecta una molécula
de ARN que esté diluida hasta una concentracién de
10718 molar) para detectar un ADN (que debe ser
convertido primero a ARN mediante una transcrip-
cién in vitro) o un ARN (que no necesita ese primer
paso y puede aplicarse directamente).
Efectivamente, a principios de este afio, y tras co-
nocerse la secuencia del genoma ARN del coronavirus
SARS-CoV-2, causante de la COVID-19, el labora-
torio de Feng Zhang hizo ptblico un protocolo
de deteccion del coronavirus mediante SHER-

ARN

LOCK y compartio el protocolo y los detalles técni-
cos para llevarlo a cabo en una publicacion abierta a
todo el mundo. El protocolo es relativamente sencillo
(si se tienen todos los reactivos, facilmente obtenibles
desde Addgene y otros proveedores) y puede com-
pletarse en apenas 1 hora. La sensibilidad del
método permite detectar hasta 10-100 molécu-
las del genoma del coronavirus por microlitro
( 20-200 aM) Como ellos mismos indican en su proto-
colo de deteccién, este no estd todavia homologado ni
autorizado para aplicarlo en el diagnéstico clinico del
coronavirus (algo que tendra que aprobar eventual-
mente la FDA, tras realizar las revisiones y analisis
correspondientes), pero si puede usarse de forma ex-
perimental, en los laboratorios. La empresa creada
por Zhang «Sherlock Biosciences» esté desarrollando
el kit de deteccién y esperando poder aplicar esta
tecnologia para realizar diagndsticos masivos del co-
ronavirus SARS-CoV-2 mediante SHERLOCK.
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Esquema que ilustra el protocolo de diagnéstico de ADN mediante CRISPR-Cas13a, disefiado por el equipo de Feng
Zhang (BROAD-MIT, EE UU) y denominado SHERLOCK. El mismo protocolo puede aplicarse para detectar ARN
(p-e. el genoma del coronavirus SARS-CoV-2) simplemente saltdndose el primer paso. Esquema realizado por Llufs
Montoliu. Esta figura aparece ilustrando uno de los capitulos del libro «Editando genes: recorta, pega y colorea. Las
maravillosas herramientas CRISPR», Lluis Montoliu, NextDoor Publishers 2019.
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Tras el sistema SHERLOCK aparecieron dos métodos mejorados de diagnostico genético mediante CRISPR, desarro-
llados por los laboratorios de Feng Zhang (SHERLOCKv2) y Jennifer Doudna (DETECTR), como expliqué en una

entrada previa de este blog.

A principios de 2018, el laboratorio de Jennifer Doud-
na (UC Berkeley, CA, USA), una de las pioneras de la
revolucién CRISPR y sus aplicaciones en edicion gené-
tica, desarrollé un test de diagnostico genético CRISPR
andlogo a SHERLOCK pero basado en otra proteina Cas
con propiedades similares a Casl3a. En este caso se tra-
taba de la proteina Casl2a y al método resultante lo
bautizaron como DETECTR (nombre también con doble
sentido y cuidadosamente elegido, que es un acrénimo
de las palabras en inglés DNA Endonuclease TargEted
CRISPR Trans Reporter). En paralelo, el laboratorio de
Feng Zhang respondié combinando hasta cuatro protei-
nas Cas con actividades RNAsa (Cas13b de dos bacterias
distintas, Casl3a y Casl2a) para detectar hasta cuatro
moléculas de ADN (o ARN) distintas, en un desarrollo
tecnologico que llamé naturalmente como SHERLOCKv2.
En una entrada anterior de este blog comparé y expli-
qué en detalle los dos sistemas de diagnéstico basados en
CRISPR: DETECTR y SHERLOCK.

Naturalmente el sistema DETECTR también puede
aplicarse para detectar el coronavirus SARS-CoV-2. Han
aparecido publicaciones que usan la proteina Casl2a para

diagnosticar la presencia del coronavirus de forma rapida,
sencilla y asequible. Alguno de estos métodos que usan
la proteina Casl2a es capaz de detectar el virus HIV,
causante del SIDA] y el coronavirus SARS-CoV-2, simul-
taneamente. La empresa fundada por Jennifer Doudna,
Mammoth Biosciences, de igual forma que Sherlock Bios-
ciences, también estd desarrollando sistemas de deteccion
del coronavirus basados en la tecnologia DETECTR, que
anuncian que pueden ser todavia més rapidos (20 minutos),
simples y programables.

De cualquier manera, estos métodos innovadores de
diagndstico de la presencia del genoma ARN del coronavi-
rus mediante SHERLOCK o DETECTR representan la
punta de lanza biotecnoldgica de los diagnésticos genéticos
basados en CRISPR, y seguramente seran la respuesta
que necesitamos para poder detectar este virus de forma
masiva, rapida y sencilla. Por el momento, en un listado en
el que aparecen la mayoria de test de diagndstico de SARS-
CoV-2 comerciales o en desarrollo solo se menciona un
kit de diagnéstico, en desarrollo, basado en la tecnologia

CRISPR.
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CRISPR 2.0

Normalmente las herramientas CRISPR de edicién genética son capaces de editar ADN. Esta es su aplicacién més
comun y se la conoce con el nombre de aplicaciones CRISPR 1.0. Sin embargo algunas variantes de las herramientas
CRISPR pueden también editar ARN, y son conocidas como las aplicaciones CRISPR, 2.0. La figura representa un
ejemplo de cada tipo. Esquema realizado por Lluis Montoliu. Esta figura aparece ilustrando uno de los capitulos del
libro «Editando genes: recorta, pega v colorea. Las maravillosas herramientas CRISPR», Lluis Montoliu, NextDoor

Publishers 2019.

Combatir al coronavirus mediante

CRISPR

Generalmente todos tenemos en mente que las herra-
mientas CRISPR son capaces de editar cualquier secuencia
de ADN. Y esto es cierto. Las variantes mas comunmente
utilizadas (CRISPR-Cas9) cortan y promueven la edicién
de ADN. Son las llamadas herramientas CRISPR 1.0.
Adicionalmente, como he explicado en el apartado an-
terior, existen diversas proteinas Cas con capacidad de
cortar ARN de forma especifica. Algunas de ellas, como la
Cas13b, han sido modificadas en el laboratorio, eliminan-
do su capacidad de corte y combinandolas con actividades
desaminasas que son capaces de cambiar directamente,
quimicamente, algin ribonucledtido especifico (alguna le-
tra concreta del ARN, la A por la G, o la C por la U),
permitiendo la edicion directa del ARN, lo que se ha veni-
do a llamar las herramientas de ediciéon CRISPR 2.0, como
estan ilustradas en la figura anterior. Estas herramientas
(de las que existen diversas modalidades ya disponibles)
podrian usarse, por ejemplo, para alterar la secuencia
del genoma ARN del coronavirus SARS-CoV-2 mutando
aquellos genes que le confieren la virulencia y, por ello,
convirtiéndose en herramientas CRISPR para combatir la
infeccién del coronavirus.

Sin embargo, una forma todavia mas efectiva de com-

batir al coronavirus SARS-CoV-2 mediante CRISPR es
precisamente usando la capacidad que tienen algunas de
estas proteinas Casl3 para cortar, degradar y destruir
moléculas de ARN especificas. En particular usando la
proteina Cas13d, con actividad RNAsa especifica, guiada
por una pequena molécula de RNA.

En febrero de este ano aparecié publicado en la revis-
ta Cell Research un articulo, lanzado desde la Facultad
de Medicina de Harvard, en EE.UU., que postulaba un
diseno terapéutico basado en Cas13d para combatir
el coronavirus mediante CRISPR. Los autores de la
propuesta habian localizado multiples dianas para usar
como complementarias a las guias ARN de la proteina
Casl3d en el genoma del coronavirus SARS-CoV-2. Su
propuesta incluia introducir dentro de particulas virales
AAV (virus adeno-asociados, muy utilizados en terapia
génica) el gen que codifica la proteina Cas13d y un bloque
de expresiéon de tres guias de ARN que usaria la Cas13d
para cortar el genoma del coronavirus. E1 AAV recombi-
nante resultante podria administrarse por via aérea, para
que llegaré facilmente a los pulmones, entrara en las cé-
lulas cargadas de coronavirus y los destruyera. En teorfa.
Ahora falta demostrar en la practica toda esta pro-
puesta, de momento lanzada como una propuesta
interesante, innovadora, pero tedrica, todavia en
desarrollo.
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Uso de la proteina CRISPR-Cas13d incluida dentro de AAV, junto a guias de ARN especificas, para combatir el genoma
ARN del coronavirus SARS-CoV-2 rompiendo la molécula de ARN del virus en diferentes partes y promoviendo con
ello su degradacién. Figura modificada de la publicacién Nguyen et al. Cell Research (2020).

Otro estudio, este si ya completado experimentalmen-
te, desarrollado en la costa oeste de EE.UU., en la Univer-
sidad de Stanford, acaba de ser depositado en el servidor
de pre-prints bioRziv, el pasado 14 de marzo de 2020,
y en él los investigadores también usan la estrategia
de Casl13d para combatir a diferentes virus RNA.
En este trabajo los autores prepararon una linea de célu-
las humanas epiteliales de pulmén a las que previamente
transformaron con una construcciéon génica para que pro-
dujeran constantemente proteina Casl3d y un marcador
fluorescente. Posteriormente estas células las transfectaban
con nuevas construcciones capaces de producir las guias
RNA que necesita la proteina Casl3d para cortar el ARN
en posiciones especificas y exponian las células o bien a
construcciones que simulan la infeccién con el coronavirus
SARS-CoV-2 o a virus de la gripe (IAV), que también
tiene moléculas de ARN en su genoma. En ambos casos
tuvieron éxito, consiguiendo una degradacién de las
secuencias del ARN del SARS-CoV-2 y una inhi-
bicién en la replicacién del virus de la gripe. Los
autores bautizaron su método con el no menos ingenioso
nombre de PAC-MAN (acrénimo de las palabras en inglés
Prophylactic Antiviral CRISPR in huMAN cells). Los au-
tores realizaron un analisis comparativo de los genomas
de todos los coronavirus humanos conocidos y llegaron
a encontrar seis moléculas de ARN que pueden actuar

como guia para la proteina Casl13d, capaces de aparearse
con secuencias comunes a todos los coronavirus conocidos
que nos infectan a los seres humanos, lo cual, de poder
verificarse, representaria una arma antiviral profilac-
tica y terapéutica extraordinariamente vesatil y
poderosa, basada en herramientas CRISPR. Aun-
que sabemos poco de las nuevas versiones CRISPR, de
estas proteinas Cas13d, ya sabemos que pueden fun-
cionar también bien in wvivo, en animales. Miguel
Angel Moreno Mateos, investigador Ramén y Cajal de la
Universidad Pablo de Olavide, en el Centro Andaluz de
Biologia del Desarrollo (CABD) en Sevilla, ha demostrado,
en un estudio reciente, depositado en bioRxiv el 14 de
enero de 2020, que este sistema CRISPR-Cas13d funciona
para reducir la expresién de genes especificos en embriones
de pez cebra, de pez medaka, de pez killi y de ratén. Unos
datos muy interesantes que permiten albergar esperanzas
para su futuro uso en animales adultos y, eventualmente, si
todos los andlisis previos fueran exitosos, en personas. Las
herramientas CRISPR no dejan de sorprendernos. Han
aparecido en los laboratorios, apenas hace siete anos, y
han venido para quedarse. Y la imaginacién desbordante
y sin limites de los investigadores hace el resto. jLarga
vida a las CRISPR! jMucho éxito diagnosticando
y combatiendo a los coronavirus!
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