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CRISPR/Cas?: La enésima revolucion

Al comenzar a escribir este articulo me vienen a la mente
conversaciones recientes con algunos buenos amigos; conver-
saciones que giraban alrededor de si la ciencia avanzaba a
saltos o, por el contrario, lo hacia de manera gradual. La res-
puesta podria ser que siguié un proceso gradual hasta hace
algo mds de un siglo, momento en el que experimenta un
salto espectacular, sobre todo en el campo de la fisica, con la
revolucién relativista y cudntica. Ademas de en el dambito de la
Fisica, en Biologia ya se venia fraguando un cambio con olor a
revolucién desde mediados del siglo XIX (con la figura notable
de Charles Darwin), pero no es hasta los afios 70 del siglo
pasado cuando tiene lugar el “boom” de la Biologia, unos afios
después de que Watson y Crick propusieran el modelo de do-
ble hélice del DNA. El advenimiento de la tecnologia del DNA
recombinante propulsé la disciplina bioldgica hacia la van-
guardia en investigacion. Desde entonces, una gran cantidad
de metodologias, que mejoraban las condiciones para realizar
estudios de investigacion bdsica en Biologia, han ido apare-
ciendo, permitiendo a los investigadores trabajar, cada vez de
manera mds frecuente, dentro del contexto “organismo”. Lo
que aqui quiero presentar hoy es una de las dltimas metodo-
logias en aparecer y revolucionar, con su irrupcién, la forma de
realizar investigacion en Biologia. Dividiré en varios puntos el
articulo, comenzando con una breve introduccion sobre siste-
mas parecidos que se han venido usando hasta ahora para
modificar la expresion génica (el proceso de activacién o inac-
tivacion de genes y/o sus productos, sean proteinas o RNA de
diversos tipos), explicando a continuacion en que consiste este
sistema y acabando con las aplicaciones del mismo en la in-
vestigacion més actual, barajando ventajas e inconvenientes.

La investigacion bioldgica ha estado siempre lastrada por
las limitaciones de la traslacion de los resultados obtenidos in
vitro (en el laboratorio, bajo condiciones experimentales defi-
nidas por el investigador, de forma que se parezcan lo mds
posible al organismo) hacia el modelo in vivo (el propio orga-
nismo). En el caso de la expresién génica, la problematica
aumenta debido a la gran cantidad de factores que intervie-
nen en la misma. El método para abordar el estudio in vivo de
a expresion génica de un determinado gen (o genes) se basa-
ba en la realizacion de los llamados “knockout”, modelos ani-
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males (por lo general, ratones) en los cuales se habia elimina-
do o modificado un gen concreto mediante un proceso de
recombinacién entre la secuencia del gen enddégena y una
secuencia exégena, complementaria al gen, normalmente
presente en un vector de expresion (plasmidos, por ejemplo)
(Capecchi, 1989). Sin embargo, este sistema tenia el poderoso
inconveniente de que, en muchos casos, mutaba genes que
eran indispensables para el desarrollo del animal (también la
frecuencia de recombinacién es baja en estas tecnologias). La
necesidad de mejorar los procesos de modificacion génica
empujo la busqueda de alternativas con las que poder contro-
lar los genes que queremos eliminar, o simplemente mutar. El
siguiente paso fue la generacion de mutantes mediante el
sistema Cre-LoxP, una metodologia experimental que hace
uso de una enzima con actividad recombinasa capaz de reco-
nocer una secuencia de unos 34 pb, los denominados sitios
LoxP, catalizando una recombinacién intra o intermolecular
entre dos sitios de este tipo, escindiendo la secuencia que se
encuentra entre ambos, generando una molécula de DNA
circular covalentemente cerrada que sera degradada. Median-
te ingenieria genética se pueden ubicar secuencias LoxP en el
sitio del genoma que se quiera eliminar y generar el mutante
adecuado. El siguiente paso en la modificacion génica vino
desde el mundo vegetal, curiosamente, a finales de los 90 del
siglo XX y principios del siglo XXI. Estoy hablando del sistema
de interferencia por RNA (RNAi, RNA interference, del inglés).
Este es un sistema basado en el reconocimiento de secuencias
de RNA bicatenario que sufren un procesamiento enzimatico,
generando unos RNA de pequefio tamafio que permiten a un
complejo macromolecular, que los utiliza de guia, reconocer
secuencias complementarias a ellos y degradarlas, provocan-
do lo que se conoce como silenciamiento de la expresién géni-
ca (inactivar el proceso que lleva a que un gen de lugar a un
elemento funcional). Este método ha resultado de mucha
utilidad para consequir silenciar familias multigénicas, de
forma que se evitan los efectos compensatorios que los distin-
tos miembros de dicha familia tienen sobre la funcién de un
gen de [a misma (John et al., 2003).

En la década de los 90 del siglo pasado varios investigado-
res habian mostrado que el uso de nucleasas para generar
roturas dobles en la cadena de DNA podria estimular un pro-
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ceso de edicién del genoma (modificacion de las secuencias
de nucledtidos del DNA enddgeno) a través de procesos de
recombinacion mediada por “recombinacién homdloga direc-
ta’, usando un molde que presenta homologia al sitio que se
quiere modificar (explicado en el parrafo anterior) o, en au-
sencia de dicho molde, inducir delecciones o inserciones
(mutaciones que elimina o introducen, respectivamente,
nucleétidos de la secuencia original del gen endégeno) a
través de otro mecanismo de reparacion de roturas dobles en
la hebra de DNA, la “unién de extremos no
homélogos” (NHEJ), generdndose codones de parada prema-
turos o cambios en el marco abierto de lectura del gen (Hsu et
al., 2014). En los dltimos 8 afios (aproximadamente) se han
generado hasta cuatro metodologias de éste tipo, siendo las
que mas repercusion han tenido los sistemas ZFN (zinc finger
nucleases, del inglés, nucleasas dedo de zinc), los TALEN
(transcription activator-like effector nucleases, del inglés, nu-
cleasas efectoras con actividad similar a los activadores de la
transcripcion) y aquella a la que vamos a dedicar mds conte-
nido en este articulo, CRISPR/Cas9 (Gaj et al., 2013). Si estas
tres metodologias sirven para lo mismo ;jdonde estd la dife-
rencia entre ellas? Las dos primeras tecnologias se basan en
quimeras proteicas que presentan dominios de unién al DNA'y
un dominio catalitico de una endonucleasa, mientras que
CRISPR/Cas9 es una nucleasa por si misma, que es guiada por
un pequefio RNA (sgRNA, small guide RNA) hacia el DNA dia-
na, interaccionando a través de apareamientos de Watson-
(rick, apareamientos cldsicos entre bases que tienen lugar en
los &cidos nucleicos (Ran et al., 2013). Esto ya supone una
ventaja, sobre todo a la hora de modificar nuestra diana, ya
que con el sistema CRISPR bastaria con introducir un nuevo
sgRNA especifico para la secuencia de un gen que queramos
modificar, mientras que en el caso de los otros dos métodos
seria necesario reconstruir el sistema completo de nuevo (Hsu
et al., 2014), algo que incrementaria los costes del proceso,
probablemente. Asi que, sin mas dilacion, vamos a centrar el
resto del articulo en la presentacion de la tecnologia de edi-
cién gendmica basada en el sistema CRISPR/Cas9.

CRISPR-Cas es un locus génico formando por un operén,
que codifica las proteinas Cas, y una serie de secuencias repe-
tidas idénticas separadas por otras secuencias conocidas como
espaciadoras, que son reconocidas por moléculas de DNA
intruso (Chylinski et al., 2013). El sistema, presente en bacte-
rias y arqueas, actiia de manera andloga a una inmunidad
adaptativa frente a elementos genéticos méviles extrafios, ya
sean plasmidos (moléculas de DNA circulares con capacidad
autorreplicante) o genoma de fagos (virus con capacidad para
infectar bacterias). Su descubrimiento tuvo lugar en 1987,
pero no fue hasta la sequnda mitad de la primera década del
siglo XXI cuando se comenz6 a dilucidar su funcionamiento
(Hsu et al., 2014). Dicho funcionamiento puede dividirse en 3
fases. En una primera fase, conocida como fase de adaptacion,
una parte del acido nucleico extrafio se incorpora a la zona de
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espaciadores del locus, de forma que la infeccién queda algo
asi como memorizada para posibles futuros ataques. Esta
incorporacion, un proceso de transferencia horizontal (trans-
mision de informacién genética entre organismos pertene-
cientes a distintas especies o dominios), esta mediado por las
propias proteinas Cas, que degradan el DNA extrafio, en un
primer momento de forma inespecifica, para guiar su incorpo-
racion, a posteriori, como nuevos espaciadores en el locus
CRISPR-Cas (Gasiunas et al., 2013). En una segunda fase se
produce la transcripcién de CRISPR-Cas, generandose un pre-
cursor denominado CRISPR-RNA o pre-crRNA, que sufre un
procesamiento que va a dar lugar a crRNAs de pequefio tama-
fio que son complementarios a la secuencia de DNA fordneo,
de forma que en la tercera fase (conocida como de interferen-
cia) las proteinas Cas, usando como guia a los crRNAs, detec-
tan las secuencias intrusas y las degradan (Chylinski et al.,
2013). Se conocen hasta 3 tipos de sistemas CRISPR-Cas, sien-
do el que tiene mas interés, por sus aplicaciones biotecnoldgi-
cas, el CRISPR-Cas de tipo Il. Este sistema tiene una serie de
peculiaridades con respecto a los otros dos. La primera dife-
rencia la encontramos en los elementos que llevan a cabo la
degradacion de los dcidos nucleicos, ya que en los sistemas | y
Il se trata de un complejo formado por varias proteinas, mien-
tras que en el caso del sistema tipo Il solo es necesaria una
proteina, (as. Ademds de esto, el proceso de maduracion del
pre-crRNA es diferente entre los tipos | y IIl'y el tipo II. En el
caso del tipo Il se requiere de la participacion de otra molécula
de RNA pequefia, no codificante, que presenta complementa-
riedad de bases con el pre-crRNA y que se expresa desde un
lugar cercano al locus CRISPR-Cas. Este RNA, denominado
tracrRNA, forma duplex con el pre-crRNA que son reconocidos
y cortados por la endoribonucleasa IIl en presencia de Cas9,
que parece ser la Unica enzima implicada en el corte del DNA
diana (Garneau et al., 2010). Los crRNA que se generan sufren
otro procesamiento que genera los crRNAs pequefios, en un
mecanismo que aun no se comprende bien (Chylinski et al.,
2013). Cada uno de estos crRNA va a permanecer unido al
correspondiente traCRNA, y el diplex formado por ambos se
asociard con Cas9 (presente solo en bacterias, no en arqueas),
formando un complejo ternario que sera el encargado de
reconocer y eliminar las secuencias de DNA fordneo que sean
complementarias a la del crRNA (Sampson & Weiss 2013). El
principal requerimiento para que este sistema funcione en
bacterias y arqueas es la presencia de una pequefia secuencia
(en el caso de Streptococcus pyogenes es 5°-NGG-3") conocida
como PAM (del inglés, protospacer adjacent motif) que se en-
cuentra adyacente al locus CRISPR en direccién 3"y que pare-
ce esencial para que las proteinas Cas presenten especificidad
por la secuencia de los crRNA (Ran et al., 2013a). Se ha obser-
vado que la carencia de dichos PAM dentro de la secuencia de
repeticiones directas de CRISPR parece impedir que el propio
sistema CRISPR-Cas se ataque a si mismo (Deveau et al.,
2008). Ademas, los PAM muestran especificidad para cada
ortélogo de Cas9 que se conoce (Hsu et al., 2014).



Todo lo comentado en el parrafo anterior ha llevado a
varios grupos a plantearse la posibilidad de usar este sistema
como método para conseguir una eficiente edicién del geno-
ma, permitiendo al investigador adquirir una mayor fiabilidad
a la hora de modificar determinados genes. Usando como
base el sistema de tipo Il, los investigadores han modificado el
duplex crRNA:tracrRNA sintetizando un RNA diana de doble
cadena que combina los rasgos de ambos RNAs en un solo
RNA, lo que més arriba habiamos denominado sgRNA (Sam-
pson & Weiss, 2013). De esta forma no hace falta ni el proce-
samiento por la RNAasa Ill ni la presencia del tracrRNA. Sin
embargo, Cas9, al igual que otras nucleasas, posee el inconve-
niente de cortar en secuencias del genoma que tengan una
cierta similitud con la secuencia diana que porta el sgRNA, lo
que podria llevar a resultados no deseados. Ademas, el doble
corte en la hebra de DNA que produce (as9, debido a que
posee dos centros con actividad catalitica, va a promover la
reparacion por NEHJ, con lo que son frecuentes las delecciones
e inserciones. Con objeto de minimizar este handicap, en un
primer momento lo que se hizo fue mutar Cas9 para que solo
poseyera un sitio catalitico. Esta nueva version de la enzima se
denomina Cas9 D10A e introduce un solo corte en la hebra de
DNA. El proceso va a requerir de dos sgRNA, uno para cada
cadena del DNA diana, lo que incrementa la especificidad del
corte gracias a que existe ahora un mayor nimero de bases
que necesitan ser reconocidas de manera especifica; ademas,
los nuevos cortes seran reparados por otro sistema molecular
que presenta una alta fiabilidad, la reparacién por escisién de
bases (Ran et al., 2013a, 2013b). Para poder facilitar un doble
corte eficiente con este sistema, los sgRNAs deben de sinteti-
zarse de forma que al producirse se originen extremos salien-
tes en 5” (que sobresalen de la cadena de DNA). Los sitios de
corte de la enzimas Cas9 deben de estar separados al menos
20 pares de bases para que se generen dichos extremos sa-
lientes (Ran et al., 2013a). Ademas de poder editar el geno-
ma, este sistema permite también ejercer un control sobre la
propia expresién génica, sin llevar a cabo una alteracién per-
manente del genoma celular. Esto se puede conseguir inacti-
vando los dos dominios proteicos con actividad nucleasa que
posee Cas9 (en esta forma la enzima se denomina dCas9), de
manera que cuando el sgRNA guia a Cas9 hacia la secuencia
diana especifica, en lugar de procesar el segmento génico
correspondiente lo que hace es unirse al mismo y bloguear la
unién de la RNA polimerasa, de forma que no se puede produ-
cir la elongacién de la transcripcién (Sampson & Weiss, 2013).
Esta forma sin actividad nucleasa puede aprovecharse de igual
modo para justamente el proceso contrario, activar la trans-
cripcion mediante la fusion de la dCas9 a un activador trans-
cripcional (Sampson & Weiss, 2013).

Las aplicaciones del sistema CRISPR/Cas9 que se estan
desarrollado son muchas en muy poco tiempo y su niimero no
deja de crecer. El desarrollo de esta tecnologia esta permitien-
do, por ejemplo, que se puedan manipular genéticamente
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especies que hasta ahora habian sido esquivas a las técnicas
de manipulacién genética més al uso (esto podria aumentar el
rango de organismos modelo). Supone un avance, ademds, en
tanto en cuanto es viable pensar que podria permitir la modi-
ficacion o generacion de lineas celulares determinadas, ade-
mas de la generacion de nuevos mutantes in vivo. Entre las
aplicaciones més prometedoras se encuentra la de poder
recapitular las mutaciones genéticas encontradas en grupos
de pacientes afectados por una enfermedad, para de esta
forma poder determinar con mayor sequridad la causa de las
mismas (Hsu et al., 2014). La posibilidad que ofrece esta tec-
nologia de inactivar ambos alelos en un mismo gen abre una
nueva via en la investigacion de enfermedades genéticas:
usando (as9 se puede estudiar, por ejemplo, el efecto de una
variante génica en una enfermedad que muestra una fuerte
asociacion con haplotipos identificados por estudios de aso-
ciacion gendémica a gran escala en humanos (Wang et al,,
2014). También puede utilizarse para modificar varios genes
de manera individual (Wang et al., 2013) o para estudiar el
efecto que tiene la edicion de dichos genes sobre un determi-
nado tipo celular (Hsu et al., 2014). Entre las enfermedades
donde esta nueva metodologia permitiria obtener mejores
resultados se encuentra el cancer. Ya se estan realizando en-
sayos donde se observa cémo utilizando este sistema se pue-
de fenocopiar (copiar el fenotipo) el desarrollo de tumores en
ratones, asi como comprobar el efecto sinérgico de dos muta-
ciones claves en la formacién de un cancer hepético, también
en ratones (Xue et al., 2014). Dado que Cas9 solo requiere del
PAM para que su funcionamiento sea dptimo, se pueden reali-
zar construcciones in vitro de plasmidos con casetes que inclu-
yan varios sgRNA que reconozcan diferentes secuencias en el
genoma, con lo que se puede modificar, al mismo tiempo,
varios genes que previamente habian mostrado una fuerte
correlacién con algdn fenotipo propio de alguna enfermedad
(Sakuma et al., 2014; Hsu et al., 2014). Del mismo modo que
se pueden dirigir sgRNAs para editar secuencias génicas, se
puede usar esta nueva tecnologia para la edicién de secuen-
cias reguladoras o no-codificantes (Hsu et al., 2014), con vis-
tas a poder descubrir nuevas secuencias de este tipo o aclarar
la funcion de alguna de ellas. Aprovechando la capacidad que
describimos antes para unir Cas9 a requladores de la trans-
cripcién, podria fusionarse a modificadores del estado epige-
nético y de esta forma avanzar en el conocimiento de cémo
influye la metilacién o los estados de la cromatina en el
desarrollo de determinadas enfermedades (Hsu et al., 2014).

A pesar de las numerosas ventajas que este sistema ofre-
ce, aln se encuentra en periodo de prueba. Ya hemos visto
que (as9 presenta una cierta variabilidad en el corte, lo que
provoca que, en sus primeros intentos por hacer uso de esta
tecnologia, los investigadores observaran la existencia de una
relativa diversidad de secuencias modificadas -secuencias con
cierta similitud con la secuencia del sgRNA o del crRNA usado
para guiar a (as9. También queda por establecer cémo afecta
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la accesibilidad a la cromatina a este sistema, aunque ya se ha
observado que dCas9 se une con relativa eficacia a la cromati-
na inaccesible (Perez-Pinera et al., 2013). Para el final he de-
jado el que, a priori, supone el principal problema: la eficacia
del propio sistema CRISPR-Cas9. Como con otros métodos de
transgénesis, lo més utilizado hasta ahora era el uso de vecto-
res virales para la transfeccion (introducir genes de interés,
que no tienen que ser del organismo con el que se trabaja, en

constelacion de cargas que poseen ambas moléculas, tanto de
(as9 como del sgRNA. Los mismos autores habian probado
con anterioridad tecnologias para la introduccion de &cidos
nucleicos basada en la conjugacion o fusion con moléculas
catidnicas (como péptidos sin estructura o proteinas con mu-
chas cargas positivas) que facilitan la endocitosis (Cronican et
al., 2010; Thompson et al., 2012). Pero eso ya es otra histo-
fia...

dicho organismo). Sin embargo, la eficacia en la transforma-
cién es relativamente baja (3% senalan Xue et al. en su articu-
lo), con lo cual es necesaria una mejora en dicho aspecto.
Recientemente se ha llevado a cabo una investigacion en la
que han consequido introducir (sin modificar) Cas9 unido al
sgRNA, aumentando la eficacia de modificacién hasta en un
80% y aumentando la especificidad de dicha modificacién
hasta 10 veces si se compara con la transfeccion por plasmidos
(Zuris et al., 2014). Esto lo llevan a cabo aprovechando la

(abe decir, por dltimo, que durante la elaboracién de esta
introduccion al sistema CRISPR/Cas9, la cantidad de bibliogra-
fia ha ido aumentando, con lo que puede que haya mds in-
formacion al respecto de la que aqui se cubre. Sin embargo, la
idea principal de cdmo funciona el sistema creo que queda
suficientemente cubierta.
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