GENOME EDITING: EL GRAN TSUNAMI

En la tecnologia Genome Editing intervienen basicamente una secuencia de
RNA localizadora de la regién diana, llamada CRISPR, y una proteina capaz de
romper el enlace fosfodiester que une la secuencia de nucleétidos en el DNA,
la nucleasa CAS 9; en particular CAS 9 realiza una ruptura en ambas cadenas
del DNA. Si el proceso parara aqui, el propio organismo repararia la secuencia
del DNA con un riesgo inherente e inevitable de mutaciones, sin embargo, si en
el medio aparece una secuencia del DNA complementaria, esta se combinara
con los extremos del DNA cortado, y posteriormente otra proteina presente en
todas las células llamada DNA polimerasa, sintetizara la otra cadena con lo
cual se habra eliminado la region dafada y sustituida por una secuencia

correcta.

El sistema CRISPR-CAS fue descubierto en 1980 en la bacteria Escherichia
coli pero su funcién no fue demostrada hasta el afno 2007, cuando el equipo de
Rodolphe Barrangou demostr6 que la bacteria S. thermophilus adquiria
resistencia contra un bacteri6fago por integraciéon de un fragmento del genoma
viral en el locus de CRISPR. El nombre de CRISPR es el acrénimo en inglés de
“repeticiones palindrémicas cortas agrupadas regularmente e interespaciadas”
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats) y CAS hace
referencia a una familia de proteinas en su mayoria nucleasas. En el ADN de
las bacterias existen secuencias palindromicas a lo largo de todo el genoma, y
entre ellas existe otras secuencias denominadas espaciadoras que son muy
similares a las secuencias de los virus. Las secuencias CRISPR estan
formadas por las cadenas espaciadoras y las repeticiones, y cerca de ellas
existe una familia de genes, denominados CAS que codifican para las
nucleasas. Cuando el virus infecta una bacteria inserta el material genético en
el genoma de la bacteria, sin embargo, algunos de estas secuencias del virus
pueden ser reconocidos por unas proteinas unidas a RNA que se encuentran
en el citoplasma de las bacterias. Estos RNA proceden de los trascriptos de las
secuencias CRISPR que han sido degradados en pequefias moléculas por la
nucleasa 9 (crRNA maduros). A su vez, estos crRNA formaran un complejo con

las proteinas CAS 9, de tal modo que la secuencia del DNA del virus sera



reconocido por complementariedad con las pequefias secuencias crRNA, lo
que provocara la fragmentacion del genoma virico. Pero lo que resulta mas
interesante es que las proteinas CAS pueden introducir los fragmentos del
genoma virico como secuencias espaciadoras en el DNA bacteriano, facilitando
la creacién de complejos CRISPR-CAS9, homélogos a la secuencia virica,
dotando de inmunidad a la bacteria frente a estos virus.

Este proceso biol6gico ha sido aprovechado como tecnologia para insertar
fragmentos de DNA en cualquier organismo de una manera muy precisa. La
proteina CAS 9 esta formada por un dominio de unién al crRNA maduro, dos
sitios activos que permite la liberacion de la doble hélice del DNA, y una
secuencia PAM que se conoce como “motivo adyacente proespaciador”.
Cuando este complejo CRISPR-CAS es introducido en una célula busca una
secuencia PAM complementaria, la cual puede ser sintetizada de modo
artificial, y también complementario a la secuencia de crRNA maduro que forma
el complejo, de este modo se forma un heteroduplex que permite la activacion
de los sitios cataliticos de CAS 9 degradando la doble hélice del DNA.
Posteriormente podremos insertar cualquier marcador en la célula en forma de
plasmido para que sea reparado bien por recombinacion homdloga o

reparacion no homéloga.
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