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DE LAS TRINCHERAS DEFENSIVAS BACTERIANAS
A LA EDICION EFICIENTE DE GENOMAS*
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Desde hace muchos afios, la posibilidad de editar
genomas a voluntad ha sido uno de los objetivos
mas acariciados por los investigadores en biologia
y medicina, particularmente en sistemas en don-
de la generacién y caracterizacion de mutantes
es dificil, o casi imposible. Aln en los sistemas
en donde tipicamente se generan mutaciones en
cantidades suficientes en un tiempo corto, éstas
generalmente se inducen de manera aleatoria,
por lo que después de generar las cepas o lineas,
queda el trabajo de reconocer, aislar y caracterizar
a la mutante o mutantes de interés, de manera
gue aun en estos sistemas genéticos la operacion
es tardada, y normalmente requiere de mucho
esfuerzo, especialmente en sistemas pluricelulares.
Por otra parte, las mutaciones no se editan sino que
se inducen de manera razonablemente aleatoria,
y queda después el trabajo de establecer su natu-
raleza, y sus efectos. Durante mucho tiempo este
fue el Unico modo de forzar cambios genéticos, y
es usado también para, sin prejuicio, generar mu-
taciones en todos los genes susceptibles de mutar
a un mismo fenotipo, o, dicho en otras palabras,
aislar a la mayoria de los genes que intervienen
en el mismo proceso de interés.

Se han ideado varios sistemas para generar
cambios en los genomas que se basan en cortes de
doble cadena de DNA en la secuencia diana, con la
posterior induccion de la recombinacién homologa
o de otros mecanismos de reparacion de dano al
DNA en la region del corte, para poder editar el
genoma celular. Se sabe que generar cortes de
doble cadena en la regidon que se quiere editar,
proveyendo al mismo tiempo de una abundancia
de copias con una secuencia editada, que sirve de
templado durante la reparacion del corte del DNA,
funciona como método general de edicién, siempre
y cuando se pueda después identificar y aislar a
las células con el cambio deseado.

En el sistema clasico de “knock-out” en rato-
nes, las células troncales que albergan el cambio
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deseado se incorporan a embriones tempranos,
con la esperanza de que estas células modificadas
formen parte de la masa interna (o el embrién pro-
piamente dicho), y sean precursoras de las células
germinales, para que las modificaciones se hereden
a la descendencia. Sin embargo, y a pesar de sus
incuestionables méritos, este proceso es compli-
cado, tardado y caro, por lo que sus aplicaciones
han sido exitosas en casos en donde de antemano
se desea estudiar cambios particulares en gen o
genes donde se tienen ya datos o se tienen evi-
dencias que apuntan hacia la funcion o funciones
gue el gen desempefia. No se puede aplicar para
estudiar y cuantificar el nUmero de genes que se
requieren para un proceso, por ejemplo, algo que
si se puede cuando se generan mutaciones al azar
y se aislan cepas o lineas con fenotipos mutantes
comunes.

Generar cortes de doble cadena secuencia-espe-
cificos en el DNA gendmico es el paso critico, pero
es a la vez algo bastante dificil de lograr. Reciente-
mente, se han ideado varios sistemas para poder
generar esto: por ejemplo utilizar la especificidad
de los dominios de dedos de zinc (que reconocen
secuencias especificas en el DNA) acopladas a
nucleasas inespecificas, pero en todos los casos,
los procedimientos son complicados, requieren de
un esfuerzo considerable, despliegue técnico alto
y tardan bastante tiempo.

Es en este escenario que se inserta el reciente
(1) método de edicidon gendmica conocido como
CRISPR/Cas9. Es el mas sencillo, barato y flexible
de todos los métodos hasta hoy disponibles (2, 3).
Muy recientemente se ha ampliado este método
para poder generar cortes en moléculas de RNA, con
lo que, tedricamente, se podrian generar individuos
en donde el DNA esta intacto, pero se perturba la
expresion de uno o varios RNAs derivados del locus
(4). Es decir, los métodos de CRISPR-Cas pueden
servir para editar no so6lo el DNA, sino también
moléculas de RNA, en una suerte de equivalente
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del método de RNAI. Falta aln saber cudl es la
eficiencia del método aplicado al RNA, y que tan
general es su aplicacion, porque implica expresar
una proteina, la C2C2, que tiene actividad de RNA-
sa, junto con un RNA de tamafo pequefio que sirve
de guia. Aun asi, las posibilidades son muchas.

Sin embargo, ¢de dénde vienen estos siste-
mas de modificacion de DNA (y RNA)? éCual es
la funcion que normalmente llevan a cabo en los
organismos? Las bacterias y otros microorganismos
se han adaptado para contender con la invasion
frecuente de acidos nucleicos foraneos, y ataques
a la integridad de su genoma. Para ello disponen
de un arsenal de mecanismos de defensa, entre
los cuales se cuentan las estrategias de enzimas de
restriccion y metilasas y los sistemas de inmunidad
CRISPR/Cas.

Una de las estrategias mejor descritas es la que
se basa en las enzimas de restriccidon, que son
endonucleasas secuencia-especificas que cortan
el DNA foraneo (el DNA propio que contiene la
misma secuencia esta protegido por metilacion).
De ahi el nombre de endonucleasas de restriccion,
porque restringen la invasion de DNA foraneo, que
en muchos casos es debido a la incorporacion del
material genético de bacteriéfagos, DNA invasor
normalmente suficientemente largo como para que
existan sitios de restriccién en el mismo.

Ademas de esta estrategia, también tienen un
sistema inmune, que los protege de reiteradas
invasiones de las mismas secuencias de acidos
nucleicos. Estos sistemas constituyen sistemas de
defensa inmune, pues guardan memoria de ante-
riores invasiones de acido nucleico foraneo, y son
capaces de montar una respuesta a estos retos.

Desde hace bastante tiempo se han descrito /oci
constituidos por repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente interespaciadas, o CRIS-
PR, por su acrénimo en inglés, en los genomas de
muchas bacterias. Son /oci transcritos del genoma.
En ellos las secuencias cortas o espaciadores son
pequefas secuencias insertadas entre las secuen-
cias palindromicas, y estan formados a partir de
fragmentos de los acidos nucleicos invasores de
eventos previos. Se piensa que las enzimas Casl
y Cas2, presentes en todos estos sistemas, son las
encargadas de procesar esos fragmentos de los
acidos nucleicos invasores, duplicar la secuencia
palindromica, e insertar la secuencia procesada
del acido nucleico foraneo en el locus CRISPR de
la bacteria. En un estudio sobre estos sistemas,
se examinaron 703 genomas de Archaea y Eubac-
terias, y de ellos el 44% tiene sistemas CRISPR/
Cas reconocibles (5). En otras palabras, es un
sistema muy frecuente y ampliamente difundido
en genomas procarioticos.

La manera en que se lleva a cabo la defensa
consta de tres pasos: en el primero, conocido
como la adaptacién, se procesa uno (o en algunos
casos, mas de uno), de los fragmentos del acido
nucleico invasor, y se inserta en un /locus CRISPR.
En el segundo paso, conocido como expresion, se
transcribe un RNA largo de todo el locus CRISPR,
y se procesa para generar fragmentos de RNA co-
rrespondientes a los distintos espaciadores (los
espaciadores son secuencias derivadas de acido
nucleico invasor) y secuencia palindréomica. Final-
mente, en el tercer paso, conocido como interfe-
rencia, se usa ese RNA procesado como guia para
reconocer por complementariedad al acido nucleico
invasor, y por medio de la accién de una o varias
nucleasas, cortarlo. De esa manera se neutraliza
la invasion. Este sistema parece haber evolucio-
nado mucho, ya que actualmente se acepta que
dentro de este sistema general hay tres variantes
basicas, y dentro de estas, varias subclases. Todas,
sin embargo, tienen un /ocus CRISPR y genes Cas,
como los genes Casl y Cas2.

El método basico de edicion gendmica CRISPR/
Cas9 se basa en la adaptacion del sistema homoni-
mo de defensa o inmunidad bacteriano, ideado por
las Dras. Doudna y Charpentier. La parte medular
del sistemas CRISPR/Cas de edicion, parte, como
esta dicho arriba, en la propiedad de utilizar frag-
mentos cortos del DNA diana, de manera que estas
secuencias cortas sirvan de guia para posicionar
nucleasas (Cas9) en secuencias del DNA diana
complementarias a estos RNA guia, para generar
cortes de doble cadena en el DNA diana.

En los sistemas bacterianos hay varios meca-
nismos CRISPR/Cas, pero el II es el mas sencillo
y es el que se ha adaptado a la edicion de geno-
mas. Originalmente constaba de tres moléculas: la
nucleasa Cas9, que se posicionaba en secuencias
especificas del DNA por medio del RNA adaptador,
y el tracrRNA, un RNA corto parcialmente comple-
mentario a la parte palindrémica del crRNA (RNA
guia). Este tracrRNA se encuentra codificado vecino
a los genes Cas en otro /ocus.

Los crRNA son los que en el método reconocen
por complementareidad al DNA diana. Seguido de
la secuencia de reconocimiento entre el crRNA y
el DNA debe de existir una secuencia en el DNA
diana, denominada PAM (por motivo adyacente
protoespaciador, por sus siglas en inglés), que para
el caso de Cas9 tiene la secuencia NGG, donde N es
cualquier nucledtido, seguido de un par de guani-
nas. Esta secuencia es critica para que Cas9 pueda
cortar el DNA, de modo que lo que se necesita para
dirigir el corte de doble cadena a alguna region del
genoma es una secuencia de 22 nucledtidos, con
un nucleétido entre la secuencia de reconocimiento
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y la PAM. Esto se traduce a una combinacion que
surgiria de manera aleatoria aproximadamente una
vez cada 230,000 combinaciones. Dado que en la
secuencia de reconocimiento se permiten algunos
errores (“mismatches”, en inglés; hasta cinco), esto
da como resultado que en el método pueda haber
“off-targets” (secuencias que son parcialmente com-
plementarias y que pueden sufrir cortes tambien);
en otras palabras otras dianas que pueden ser corta-
das también por Cas9 ademas de la secuencia diana
original. De todas maneras, el método es general-
mente muy especifico, y si se eligen con cuidado la
secuencia o secuencias para Cas9, la edicion puede
ser muy eficiente. La Dra. Doudna recientemente
ha mostrado que parte de esto se debe a que la
proteina Cas9 recorre de manera muy eficiente los
cromosomas del nucleo de células buscando el ancla
del tracrRNA, por medio de microscopia de fluores-
cencia con Cas9 acoplado a un fluordforo.

Una de las mejoras introducidas en el sistema
fue fusionar el crRNA (o RNA guia) con el tracrRNA,
de manera que una sola molécula de RNA sirve
de anclaje para Cas9 y de sitio de reconocimiento
para el DNA diana. Se ha demostrado que este RNA
mixto es tan eficiente como las dos especies de
RNA originales, y se le denomina también RNA guia.
Si ademas se construye un vector que contenga
la parte del RNAguia codificando para el tracrRNA
junto con un sitio para clonar crRNA, se obtiene
un sistema muy flexible y sencillo de usar. Sélo
se necesita sintetizar el crDNA para el gen diana
(generalmente se sintetizan éstos como “primers”
0 cebadores con sitios de clonaje a los extremos),
éstos se clonan en el vector, y se usa este vector
para transformar las células o el organismo en
donde se quiere editar el genoma, junto con una
fuente de Cas9, en la edicién de genomas (Fig. 1).

El sistema original utiliza un solo RNA guia para
dirigir a Cas9 al sitio diana y generar ahi cortes de
doble cadena que seran reparados por los sistemas
de reparacion de las células, introduciendo muta-
ciones en la secuencia en un alto porcentaje de las
veces (se ha reportado hasta 70% de eficiencia).
Sin embargo, mas recientemente se han introdu-
cido variantes que hacen al sistema mas flexible y
dirigido: si se elaboran dos RNA guia en el mismo
gen diana, se pueden generar delecciones, y si se
provee también de un templado en abundancia
(que puede ser otro plasmido) con las mutaciones
deseadas, se pueden generar reparaciones de la
delecién usando como molde al DNA complemen-
tario con los cambios deseados. Esta estrategia
es bastante eficiente, y se han reportado altas
eficiencias de CRISP/Cas9.

Es un sistema universal, ya que se ha utiliza-
do con éxito en muy variados sistemas: células
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eucariontes en cultivo, levaduras, y animales
modelo como Danio rerio, el pez cebra, plantas,
el nematodo Caenorhabditis elegans y la mosca
de la fruta, Drosophila melanogaster, entre otros
(6, 7). También se ha modificado a Cas9 para que
realice cortes solamente en una cadena del DNA.
Con dos RNA guias se puede generar un corte en
cada cadena de la doble hélice, pero cada corte a
una cierta distancia del otro, no en el mismo par
de bases del DNA y favorecer asi la recombina-
cion homaloga, o bien, usar una Cas9 modificada
sin actividad de nucleasa, pero fusionada a GFP
(GFP son las siglas en inglés de la proteina verde
fluorescente), por ejemplo, para marcar sitios en
el DNA gendmico, de manera similar a como se
hace con FISH (FISH son las siglas de hibridacion
in situ con marcadores fluorescentes en inglés),
pero realizado de manera mas sencilla.

Recientemente, la Dra. Doudna, entre otros
cientificos, ha llamado a una moratoria en la apli-
cacion de este método en humanos, propiciado
esto ultimo, sin duda alguna, por el reporte de
un grupo chino que publicoé los primeros resul-
tados de edicidon génica en embriones humanos
triploides, no viables (8). Si bien es cierto que el
método ha sido aplicado exitosamente ya en una
gran variedad de organismos, y que, en principio,
parece ser de aplicacidén universal, existen toda-
via problemas como los “off-targets”, inherentes
a todos los métodos de edicidon génica descritos
hasta hoy. Estos “off-targets” pueden generar
cambios en otras regiones del genoma (un solo
corte de doble cadena es suficiente), y complicar
la interpretacion de los resultados. En el caso de
embriones humanos, esto puede conllevar a efec-
tos indeseados (algo asi como dafio colateral), y
mientras no se tenga una manera eficiente y clara
de separar estos efectos de los deseados, se debe
de ejercer cuidado al aplicar estas tecnologias,
ademas de otras consideraciones éticas.

Sin embargo, la aplicacién de esta tecnologia
permite no sélo generar cambios dirigidos en prac-
ticamente cualquier sistema vivo (basicamente en
cualquier organismo susceptible de ser transfor-
mado), sino ademas, dada la sencillez y facilidad
del método, de generar mutagénesis con muchos
RNA guia, yendo mas alla del estudio de un gen
a la vez (9). En el caso de la mosca de la fruta,
se tienen ya descritas varias cepas que expresan
Cas9 en las células germinales y que, aunado a
la transformacion con un RNA guia dirigido a las
mismas células germinales, permite generar con
relativa facilidad los cambios deseados en el DNA
genomico de las células germinales. Los cambios
se pueden caracterizar facilmente amplificando por
PCR (reaccién en cadena de polimerasa, por sus
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Figura 1. Comparacion entre el sistema CRISPR/Cas9 de bacterias, y su adaptacion para la edicion de genomas.
En la ilustracion de la izquierda se muestran esquematicamente los componentes del sistema tipo IT de CRISPR/Cas
(el sistema CRISPR/Cas9). Consta de tres loci presentes en el genoma bacteriano: el locus CRISPR, que contiene
las secuencias palindrémicas y las secuencias espaciadoras derivadas de DNA foraneo; al lado las secuencias de los
genes Cas (en este caso Casl, Cas2 -no mostrados- y Cas9), y el locus tracr, que codifica para un RNA pequefio
parcialmente complementario con los fragmentos procesados del locus CRISPR. El DNA foraneo es identificado por
complementariedad y cortado en la secuencia PAM al lado de la secuencia CRISPR por Cas9 (triangulo rojo).

En la ilustracion de la derecha se muestra el sistema tipo para la edicion de genomas: Cas9 y un gen quimérico
compuesto del locus tracr y la secuencia complementaria a la secuencia gendmica a editar son proveidos por
transgénesis o por transformacion a las células o tejidos blanco. EI RNA quimérico tracr/secuencia blanco reconoce
por complementariedad a la diana en el DNA gendmico, y guia a Cas9 para realizar el corte de doble cadena en la
secuencia PAM (triangulo rojo).

siglas en inglés) la region diana, y secuenciando
los amplicones obtenidos.

En conclusién, y a pesar de algunos problemas
con la especificidad -inherentes a todo método de
edicion gendmica conocido- el sistema CRISPR/
Cas9 representa la mejor opcion, y en muchos
casos, la Unica opcidn viable para generar edicién

gendmica. En consecuencia, la aplicacién de este
método estd abriendo una nueva era en la investi-
gacién genética. Han pasado escasos cuatro afios
desde que se describié el método originalmente,
y ya hay una gran cantidad de reportes utilizando

esta tecnologia.
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