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Resumen—CRISPR-Cas es una herramienta de ediciéon gendmica fundamentada en un mecanismo de defensa de bacterias
frente a material genético exdgeno. Esta herramienta, cuyos pilares son la enzima Cas9 u otras relacionadas y una cadena de
ARN guia, permite la obtencién en semanas o meses de resultados que con las herramientas de edicion genética tradicionales
podian tomar afios. A esto hay que sumar que ofrece la posibilidad de realizar edicién génica en contextos en los que antes era
inviable. Es por ello que su uso ha favorecido el desarrollo de modelos de enfermedades, tanto en células como en animales,
de gran utilidad en ensayos preclinicos, asi como la identificacién y validacién de dianas de farmacos. Ademas, resulta de
utilidad en la sintesis de proteinas recombinantes con accion terapéutica. No obstante, presenta algunas limitaciones, por lo
que en ciertos casos no ha desplazado a otros métodos ya asentados.
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1. INTRODUCCION

RISPR-Cas es una herramienta de edicion gendmica

basada en un sistema de defensa de procariotas. Uno

de los eventos clave en su desarrollo fue el descubri-
miento de secuencias palindrémicas de 30 pares de bases,
repetidas y separadas por espaciadores de 36 pares de
bases en la arquea Haloferax mediterranei por el investi-
gador Francisco J. M. Mojica en 1993. Ailos después, estas
secuencias palindrémicas, repetidas en el genoma de bac-
terias, arqueas y mitocondrias, fueron nombradas como
CRISPR (del inglés, Clustered Regularly Interspaced Short
Palyndromic Repeats). Ademas, se observd que las se-
cuencias espaciadoras provenian de material genético no
perteneciente al organismo, sino de fuentes externas, co-
mo virus bacteriéfagos. Estas secuencias forman parte del
transcrito que guia a nucleasas asociadas a CRISPR como
Cas9, permitiéndoles identificar y cortar el ADN de orga-
nismos invasores. A raiz de CRISPR y Cas9 de Streptococ-
cus pyogenes, Emmanulle Charpentier y Jennifer Doudna
presentaron en 2012 el sistema CRISPR-Cas9 como he-
rramienta de edicién gendmica. Paralelamente, el equipo
de Feng Zhang habia estado trabajando en el uso de este
sistema en células eucariotas, y fue en Enero de 2013
cuando se publicé su uso en la edicidon gendmica de célu-
las de mamifero [1].

Desde entonces, la tecnologia basada en CRISPR-Cas
ha seguido en constante desarrollo y optimizacién. Su
ortogonalidad, eficacia y rapidez, sumadas a su bajo coste
en comparacion con otras técnicas, ha supuesto una revo-
lucion en la edicion gendmica. La técnica se basa en el
corte de la doble hebra de ADN diana por la endonuclea-
sa Cas9 (u otra enzima) de forma especifica. Esa especifi-
cidad la marca un ARN guia (sgRNA) disefiado en funcién
de la secuencia diana. El corte es reparado por los meca-
nismos de reparacién de la célula. Esta reparacion puede
darse por distintas vias (reflejadas en la figura 1): la unién
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de extremos sin homologia (estrategia seguida, por ejem-
plo, cuando se busca interrumpir un gen) o la reparacion
dirigida por homologia (de gran utilidad a la hora de in-
sertar secuencias en un locus especifico) [2], [3].
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Fig. 1. Elementos del sistema CRISPR-Cas9 [4]. Siglas: NHEJ,
union de extremos sin homologia. HDR, reparacion dirigida por ho-
mologia. PAM, Motivo Adyacente de Protoespaciador.

Ademas, existen variantes de Cas9 cuyo uso permite
regular la expresion de un gen, bien sea inhibiéndola
(CRISPRi) o aumentandola (CRISPRa), como puede obser-
varse en la tabla 1 [3].

La versatilidad de esta tecnologia hace que haya sido
adoptada en diversidad de aplicaciones biotecnoldgicas,
entre las que se encuentra la generacion de farmacos. En
esta revision veremos ejemplos de su aplicacién en la ge-
neracién de plataformas de cribado de farmacos, la iden-
tificacion de genes esenciales en patégenos que puedan
servir como diana de antibiéticos, y la generacién y opti-
mizaciéon de factorias celulares, Utiles en la sintesis de al-
gunos farmacos.



TABLA1
COMPARACION ENTRE TECNICAS DERIVADAS DE CRISPR

Caracteristica CRISPRn CRISPRi CRISPRa
Efecto Knockout Knockdown Activacién
Delecion o
X insercion Interferencia Activacion trans-
Mecanismo L L
causante de transcripcional cripcional
mutacion
Cualquier ” L i -
o Sitios de inicia- Sitios de inicia-
i region del L, L,
Diana cién de la trans- cién de la trans-
genoma con L, L,
o cripcion con PAM cripcion con PAM

Siglas: CRISPRn, CRISPR nucleasa. CRISPRI, CRISPR inhibidor. CRIS-
PRa, CRISPR activador. PAM, Motivo Adyacente de Protoespaciador.
Tabla Modificada De La Referencia [3].

2. GENERACION DE MODELOS CELULARES

Los cultivos de células humanas pueden dar lugar a mo-
delos de enfermedades que sirvan como plataformas para
realizar cribados de farmacos. La obtencion de células
pluripotentes a partir de células somaticas humanas adul-
tas y su posterior diferenciacién, publicada por primera
vez por el equipo de Kazutoshi Takahashi y Shinya Yama-
naka en 2007 ha sido uno de los grandes pasos en la ge-
neracién de este tipo de modelos, ya que no presenta las
limitaciones técnicas y la controversia ética del uso de
células madres embrionarias. Otro de los avances impor-
tantes ha sido el desarrollo de CRISPR-Cas, que ofrece la
posibilidad de generar modelos celulares de enfermeda-
des a partir de células madre de una forma mas sencilla
gue con otro tipo de métodos como las nucleasas con
dedos de zinc o la recombinacién homéloga [5].

Un ejemplo del empleo de modelos celulares genera-
dos con CRISPR para el cribado de farmacos ha sido la
generacion de una linea celular modelo de la enfermedad
de Fabry, cuya causa es un defecto en el gen de la a-
galactosidasa A (GLA). Para ello, se generaron knockouts
para el gen GLA a partir de células HEK-293-T, lo que
permiti6 el estudio de la farmacocinética de la a-
galactosidasa A humana recombinante (rAa-GLA) in vitro.
También permitié la observacién de que la coadministra-
cion de MG132, un inhibidor del proteasoma, junto con
rha-GLA podia mejorar la eficacia del tratamiento [6].

Sin embargo, existen ciertos casos en los que el uso de
CRISPR presenta limitaciones. Si bien la generacién de
knockouts se puede realizar en practicamente cualquier
célula, la generacién de mutantes mediante reparacion
directa por homologia es limitada en células humanas no
mitoticas como las neuronas. Otra de las limitaciones apa-
rece cuando se intentan generar disrupciones en genes
gue se encuentran en un gran ndmero de copias, ya que
la gran cantidad de roturas generadas puede dar lugar a
una parada del ciclo celular [3].

3. GENERACION DE MODELOS ANIMALES

Con CRISPR, es posible alterar varios genes en un solo
paso, por lo que ratones mutantes en varios genes pue-
den ser rapidamente generados evitandose la necesidad

de la realizacién de cruzamientos. Por otro lado, al existir
la posibilidad de editar directamente el cigoto, no es ne-
cesario la derivacién y el cultivo de células madre embrio-
narias, el cual, hasta ahora, ha sido uno de los pasos limi-
tantes en la generacion de mutantes en ciertas especies.
También evita la necesidad de realizar retrocruzamientos
para afadir mutaciones adicionales a modelos de enfer-
medad preexistentes. La generacion de modelos aplican-
do CRISPR puede ser llevada a cabo en meses o semanas,
mientras que por otros métodos puede llevar afios [3].

Ademas, es posible generar mutaciones somaticas en
algunos tejidos de animales adultos mediante el uso de
CRISPR-Cas. Por ejemplo, en un experimento se inyectod
un plasmido con las secuencias de Cas9 y del sgRNA de
los genes supresores de tumores Pteny p53 para generar
modelos de cancer de higado, obteniendose un fenotipo
similar al obtenido delecionando estos genes mediante la
técnica Cre-LoxP [7].

4. IDENTIFICACION DE DIANAS EN ORGANISMOS
PATOGENOS

El desarrollo de resistencia a antibi6ticos es un problema
de gran importancia hoy dia. Es por ello, que el descubri-
miento de nuevos genes esenciales en organismos pato-
genos mediante estudios gendmicos es de gran ayuda a
la hora de encontrar dianas que puedan servir para el
desarrollo de nuevos antibidticos. Streptococcus pneu-
moniae es una causa de mortalidad importante a nivel
mundial, y los principales antibidticos utilizados contra
esta son de la clase betalactamicos, que actlan sobre las
proteinas de anclaje de penicilinas, esenciales para la sin-
tesis de peptidoglicano y el mantenimiento de la integri-
dad celular. Sin embargo, la resistencia a este tipo de an-
tibidticos es muy frecuente [8].

Mediante el uso de CRISPRI, ha sido posible encontrar
nuevos genes esenciales para la sintesis de peptidogli-
cano (MurT y GatD), asi como genes responsables de la
polimerizaciéon del acido teicoico (TarP y TarQ), un acido
gue se encuentra anclado a la membrana celular o unido
covalentemente a peptidoglicano y es esencial para el
mantenimiento de la forma de la célula. Muchos de los
genes identificados como esenciales en los estudios ge-
némicos presentan una funcién desconocida o hipotética,
y se piensa que parte de estos genes estan implicados en
la sintesis de la pared celular.

En un estudio, se generd una genoteca con 348 genes
previamente identificados como esenciales, se reprimié su
funcion con CRISPRi y se observaron alteraciones en el
crecimiento. Se utilizé la variante cataliticamente inactiva
dCas9, que al unirse al extremo 5’ del gen diana bloquea
la transcripcion. Para ello, se integraron en S. pneumoniae
cepa D39 las secuencias que codificaban para el sgRNA
de las dianas bajo el promotor constitutivo P3, y la se-
cuencia de dCas9 bajo el promotor inducible P/ac Se ob-
servaron alteraciones en el crecimiento y/o una mayor
tasa de lisis tras la represidn génica inducida en 254 de los
casos. Al observar la morfologia celular causada por la
represion de algunos de los genes estudiados, se obser-
varon similitudes con la morfologia causada al reprimir



genes esenciales de funcién conocida por el mismo mé-
todo. Con estos datos, junto a un anélisis bioinformatico,
se pudieron identificar genes implicados en la sintesis de
peptidoglicano y en la polimerizacion de acido teicoico,
ademas de validar la funcion de genes en los que pre-
viamente estaba catalogada como hipotética [8].

Estudios de fenotipado de alto rendimiento basados en
CRISPRi han sido también realizados en Bacillus subtilis
[9]. También se han identificado genes esenciales para
parésitos apicomplejos con estudios realizados aplicando
CRISPR-Cas9 en Toxoplasma gondii [10]. Se puede con-
cluir que se trata de una valiosa herramienta para identifi-
car la funcién de genes esenciales y por lo tanto de posi-
bles dianas para antibiéticos.

5. GENERACION Y OPTIMIZACION DE FACTORIAS
CELULARES

La fermentacién llevada a cabo por levaduras o bacterias
es una fuente de metabolitos, enzimas y diversas protei-
nas terapéuticas. Sin embargo, aunque su existencia no es
algo nuevo, el desarrollo y la optimizacién de cepas es un
proceso laborioso y que requiere mucho tiempo. Es por
ello que el desarrollo de métodos que aceleren este pro-
ceso es de gran interés para industrias como la biotecno-
l6gica o la farmacéutica.

Tecnologias basadas en CRISPR-Cas pueden lograr este
desarrollo de forma mas rapida que los métodos tradicio-
nales. Esto se debe a que la enzima Cas9 es capaz de mo-
dificar o introducir multiples genes en un solo experimen-
to de forma muy eficiente, y a las opciones de regulacién
que permiten variantes como dCas9 [11], [12].

Investigadores de la Technical University of Denmark
han desarrollado el sistema SWITCH. Este método esta
basado en Cas9/dCas9, y con él se han generado factorias
de Saccharomyces cerevisiae capaces de producir narin-
gerina, un flavonoide con capacidad antioxidante, antiin-
flamatoria, hipocolesterolemiante [13] y antiviral [14], [15].
Ademas, la técnica ha permitido optimizar el proceso re-
duciendo la expresién del gen esencial TSC13, responsa-
ble de la formacién de un subproducto cuya via biosinté-
tica compite con la de la naringenina. SWITCH se basa en
ciclos de cuatro pasos que implican: (1) la integracién de
genes cas en loci especificos, (2) la ingenieria genética
catalizada por Cas, (3) el reemplazo de cas por dcasy (4)
alteracion de la expresién mediada por dCas [11]. Este
prometedor método podria aplicarse a cepas de levadura
ya utilizadas para produccion de compuestos, asi como a
otras especies.

6. CONCLUSIONES

La tecnologia basada en CRISPR puede suponer una revo-
lucion para la edicidn genética. Entre sus muchas aplica-
ciones, cabe destacar su papel en la investigacion farma-
céutica y el desarrollo de farmacos. Esto se debe a que
puede acelerar el descubrimiento, la validacién y el testeo
de nuevos farmacos al optimizar la generacién de nuevos
modelos animales y celulares, asi como la identificacion
de nuevas posibles dianas en organismos patégenos co-

mo S. pneumoniae o T. gondji. Ademas, resulta de gran
utilidad en la sintesis de compuestos terapéuticos al per-
mitir la generacién y optimizacién de factorias celulares
con sistemas como SWITCH.

Sin embargo, esta tecnologia no esté exenta de limita-
ciones y para determinadas aplicaciones ain no ha des-
plazado a otras técnicas, por lo que aun existe margen de
mejora para su optimizacion.
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