EL PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2020

Las tijeras genéticas: una herramienta para reescribir el cédigo de la vida

Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna han recibido el Premio Nobel de Quimica 2020
por descubrir una de las herramientas mas utiles usadas en la tecnologia genética: las tijeras
genéticas o CRISPR/Cas9. Los investigadores pueden utilizarlas para cambiar el ADN de
animales, plantas y microorganismos con una precision extremadamente alta. Esta tecnologia
ha revolucionado las ciencias biol6gicas, trayendo nuevas oportunidades para el mejoramiento
de los cultivo o contribuyendo a terapias innovadoras contra el cancer que pueden hacer reali-
dad el suefio de curar enfermedades hereditarias.

Una de las caracteristicas de la ciencia es que es impredecible: nunca se puede saber de antemano adénde
nos puede conducir una idea o una pregunta. A veces nos encontraremos en un callejon sin salida, otras
con un complicado laberinto que lleve afios atravesar. Pero, de vez en cuando, nos damos cuenta de que
somos la primera persona en contemplar un horizonte de posibilidades desconocidas.

El editor de genes llamado CRISPR-
Cas9 es uno de esos descubrimientos
inesperados con un potencial impresio-
nante. Cuando Emmanuelle Charpentier
y Jennifer Doudna comenzaron a inves-
tigar el sistema inmunoldgico de una
bacteria Streptococcus, pensaban que
tal vez podrian desarrollar una nuevo
antibiético. En cambio descubrieron una
herramienta molecular que puede usar-
se para hacer cortes muy precisos en el
material genético, posibilitando cambios
en el cédigo de la vida.

Una poderosa herramienta que nos afecta a todos

Apenas ocho afios después de su descubrimiento estas tijeras genéticas han revolucionado la biologia. Los
bioquimicos y bidlogos celulares pueden ahora investigar facilmente las funciones de diferentes genes y su
posible papel en la génesis y desarrollo de las enfermedades. En agricultura se puede dotar a las plantas de
caracteristicas especificas, como la capacidad de resistir las sequias. En medicina el editor de genes esta
contribuyendo a nuevas terapias contra el cancer y a los primeros estudios que intentan curar enfermeda-
des hereditarias.

Hay ejemplos casi infinitos de como se podria usar CRISPR-Cas9, incluyendo aplicaciones poco éticas. Al
igual que cualquier tecnologia poderosa su uso debe regularse.

En 2011, ni Emmanuelle Charpentier ni Jennifer Doudna sabian que su primer encuentro, en un café de
Puerto Rico, les iba a cambiar la vida. Empezaremos presentando a Charpentier, de quien partié la idea de
una colaboracién entre ambas.

La fascinaciéon de Charpentier por las bacterias patégenas

Algunas personas la consideran una persona motivada, atenta y minuciosa. Otros dicen que Emmanuelle
Charpentier siempre busca lo inesperado. A ella le gusta citar a Louis Pasteur, “El azar favorece a las men-
tes preparadas”. El impulso de hacer nuevos descubrimientos y el deseo de ser libre e independiente han
marcado su vida. Ha realizado estudios de doctorado en el Institut Pasteur de Paris, ha vivido en cinco pai-
ses diferentes, siete ciudades diferentes y ha trabajado en diez instituciones diferentes.

La mayor parte de su investigacion tiene un denominador comun: las bacterias patégenas. ¢ Por qué son tan
agresivas? ;Como desarrollan su resistencia a los antibidticos? 4 Es posible encontrar nuevos tratamientos
contra ellas?

En 2002, cuando Emmanuelle Charpentier fundé su propio grupo de investigacion en la Universidad de Vie-
na, se centrd en una de las bacterias que mas dafno causa a la humanidad: el Streptococcus pyogenes, que
cada afo infecta a millones de personas, provocando a menudo infecciones facilmente tratables como
amigdalitis e impétigo (infeccion de la piel que afecta principalmente a bebés y nifios). Sin embargo también
puede causar una sepsis potencialmente mortal y degradar los tejidos blandos del cuerpo, por lo que se le
conoce como "la bacteria devoradora de carne".



Para comprender mejor la bacteria S. pyogenes, Charpentier comenzo investigando a fondo sus genes.
Esta decision fue el primer paso en el camino hacia el descubrimiento de las tijeras genéticas, pero antes
hablaremos de Jennifer Doudna, porque mientras Charpentier realiza sus detallados estudios de S. pyoge-
nes, Doudna escucha, por primera vez, una abreviatura que suena como “crisper”.

La ciencia: tanta aventura como en una historia de detectives

Incluso cuando era una nifia en Hawai, Jennifer Doudna tenia una gran necesidad de saber cosas. Un dia
su padre coloco el libro de James Watson The Double Helix sobre su cama. La apasionante historia sobre
cémo James Watson y Francis Crick resolvieron la estructura de la molécula de ADN no se parecia en nada
a lo que habia leido en sus libros de texto. Jennifer quedé cautivada por el método cientifico y descubrio
que la ciencia es algo mas que simples datos.

Sin embargo, cuando comenzé a investigar, su atencién no se dirigié al ADN, sino hacia su hermano mole-
cular: el ARN. En 2006 Jennifer Doudna dirigia un grupo de investigacion en Berkley (Universidad de Cali-
fornia) y ya acumulaba dos décadas de experiencia trabajando con ARN. Estaba considerada como una
investigadora de éxito, con olfato para proyectos innovadores, que recientemente habia entrado en un cam-
po nuevo y emocionante: el ARN interferente

Durante muchos afnos los investigadores habian creido que entendian la funcién basica del ARN, pero de
pronto descubrieron muchas moléculas pequenas de ARN que ayudan a regular la actividad genética en las
células. Las investigaciones de Jennifer Doudna sobre el ARN interferente fueron la razén por la que, en
2006, recibe una llamada telefénica de un colega de otro departamento.

Las bacterias poseen un sistema inmunolégico antiguo

Un colega, microbidlogo, le comenta a Doudna su descubrimiento: cuando se comparan el material genético
de diferentes bacterias, y también de las arqueas (un tipo de microorganismo), se encuentran secuencias de
ADN repetitivas que estan sorprendentemente bien conservadas. El mismo cédigo aparece una y otra vez,
pero entre las repeticiones hay secuencias que llaman la atencion (figura 2). Es como si, en un libro, una
misma palabra se repitiera entre las oraciones.

Estas matrices de secuencias repetidas se denominan repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y
regularmente espaciadas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats), abreviadas
como CRISPR. Lo interesante es que las secuencias unicas y no repetitivas en CRISPR (situadas tras las
repeticiones) parecen coincidir con el cddigo genético de varios virus, por lo que el pensamiento actual es
que son una parte de un antiguo sistema inmunolégico que protege a las bacterias y arqueas de los virus.
La hipdtesis es que si una bacteria ha logrado sobrevivir a una infeccién por virus, agrega una parte del
cédigo genético del virus a su genoma como un recuerdo de la infeccién.

Nadie sabe todavia como funciona todo esto pero la sospecha es que es el mecanismo que utilizan las bac-
terias para neutralizar virus similares al estudiado por Doudna.

Doudna mapea una maquinaria compleja

Esta noticia es a la vez importante y emocionante. Si es cierto que las bacterias conservan un sistema in-
munoloégico ancestral, habria que investigar el por qué. Intrigada por este problema Jennifer Doudna co-
mienza a estudiar lo que se conoce sobre el sistema CRISPR.

Resulta que, ademas de las secuencias CRISPR, los investigadores han descubierto genes especiales,
asociados a CRISPR, que han denominado con la abrevatura CAS. Doudna se da cuenta de que estos
genes son muy similares a los genes que codifican las proteinas que desenrollan y cortan el ADN. Enton-
ces, ¢las proteinas Cas tienen la misma funcion? 4 Cortan el ADN del virus?

Su grupo de investigacién comienza a trabajar en este problema y, después de unos afios, logran revelar la
funcion de varias proteinas Cas diferentes. Paralelamente otros grupos de investigacion de otras universi-
dades estan estudiando el sistema CRISPR-Cas recién descubierto. Su mapeo muestra que el sistema
inmunolégico de las bacterias puede adoptar formas muy diferentes. El sistema CRISPR -Cas estudiado por
Doudna pertenece a la clase 1; es una maquinaria compleja que requiere muchas proteinas Cas diferentes
para desarmar un virus. Los sistemas de clase 2 son significativamente mas simples porque necesitan me-
nos proteinas. En otra parte del mundo, Emmanuelle Charpentier acaba de encontrar un sistema de este
tipo. Volvamos a ella.

Una pieza nueva y desconocida del rompecabezas del sistema CRISPR

Dejamos a Emmanuelle Charpentier en Viena, pero en 2009 se traslada a la Universidad de Umea en el
norte de Suecia. Un lugar bastante remoto donde el largo y oscuro invierno le traeria la paz y tranquilidad
necesaria para su trabajo.



Investigaba las pequefias moléculas de ARN que regulan los genes y, en colaboracion con investigadores
de Berlin, habia mapeado los pequefios ARN que se encuentran en S. pyogenes. Los resultados le han
dado qué pensar, porque una de las pequefias moléculas de ARN que existe en grandes cantidades en esta
bacteria era una variante desconocida, y el codigo genético de este ARN es muy cercano a la peculiar se-
cuencia CRISPR en el genoma bacteriano.

Las similitudes entre los dos hacen que Charpentier sospeche que estan vinculados. El andlisis cuidadoso
de sus codigos genéticos también revela que una parte de la molécula de ARN desconocida coincide con la
parte de CRISPR que se repite. Es como encontrar dos piezas de un rompecabezas que encajan perfecta-
mente (figura 2). Charpentier nunca habia trabajado con CRISPR, pero su grupo de investigacion inicia un
minucioso trabajo microbiolégico para mapear el sistema CRISPR en S. pyogenes. Ya se sabia que este
sistema, que pertenece a la clase 2, solo requiere una unica proteina Cas, Cas9, para escindir el ADN del
virus. Charpentier muestra que la molécula de ARN, que denomina ARN crispr trans-activador (ARN
tracr), también tiene una funcioén decisiva, es necesario para que el ARN que se crea a partir de la secuen-
cia CRISPR en el genoma evolucione hacia su forma activa (figura 2).
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Después de una experimentacion intensiva y especifica, Emmanuelle Charpentier publica el descubrimiento
de ARN tracr en marzo de 2011. Sabe que esta tras la pista de algo importante. Tiene muchos afios de ex-
periencia en microbiologia, pero en su investigacion del sistema CRISPR-Cas9 necesita la colaboracién de
un bioquimico. Jennifer Doudna es la eleccion mas logica. Asi que esa primavera, cuando Charpentier es
invitada a una conferencia en Puerto Rico para hablar sobre su trabajo, su objetivo es conocer a esta habil
investigadora de Berkeley.

Una reunién en un café puertorriqueio que te cambiara la vida

El segundo dia del congreso se encuentran por casualidad en un café. Un colega de Doudna las presenta y,
al dia siguiente, Charpentier propone que visiten juntas la zona antigua de la capital. Mientras pasean por
las calles adoquinadas, comienzan a hablar sobre sus investigaciones. Charpentier pregunta si Doudna esta
interesada en una colaboracion: ;te gustaria participar en el estudio de la funcién de Cas9 en el sistema
simple de clase 2 de S. pyogenes?

Jennifer Doudna se muestra interesada y mediante reuniones digitales se pone en contacto con su equipo
para iniciar el proyecto. La sospecha es que el CRISPR-ARN es necesario para identificar el ADN de un
virus y que Cas9 es la tijera que corta la molécula de ADN. Sin embargo las pruebas in vitro no lo confirman.
La molécula de ADN permanece intacta. ¢ Por qué? ;Hay algun problema con las condiciones experimenta-
les? ¢ O Cas9 tiene una funcion completamente diferente?

Después de muchas discusiones y numerosos experimentos fallidos afiaden ARN ftracr a sus pruebas. Se
creia que el ARN tracr solo era necesario cuando CRISPR-ARN se escindia en su forma activa (figura 2),
pero una vez que Cas9 tuvo acceso a ARN tracr, sucedio lo que todos esperaban: la molécula de ADN se
dividié en dos partes.

Las soluciones que la evolucién adopta a menudo sorprenden a los investigadores, pero esto fue algo ex-
traordinario. La herramienta que los estreptococos han desarrollado como proteccion contra los virus es
simple y efectiva, brillante incluso. La historia de las tijeras genéticas podria haberse detenido aqui; Char-
pentier y Doudna habian descubierto, en una bacteria que causa un gran sufrimiento a la humanidad, un
mecanismo fundamental. Ese descubrimiento fue asombroso en si mismo, pero el azar favorece a las men-
tes preparadas.

Un experimento que hace época

Los investigadores deciden intentar simplificar las tijeras genéticas. Usando lo que conocen sobre ARN
tracr y CRISPR-ARN, descubrieron como fusionar los dos en una sola molécula, a la que llamaron ARN
guia. Con esta variante simplificada de las tijeras genéticas emprenden un experimento que hace época,
investigan si pueden controlar esta herramienta genética para que corte el ADN en un lugar previamente
seleccionado.

Saben que estan cerca de un gran avance. Toman un gen en el laboratorio de Doudna y seleccionan cinco
lugares diferentes donde el gen debe dividirse. Luego cambian la parte CRISPR de las tijeras para que su
codigo coincida con el codigo donde se realizaran los cortes (figura 3). El resultado fue extraordinario. Las
moléculas de ADN se escindieron exactamente en los lugares seleccionados.

Las tijeras genéticas cambian las ciencias de la vida

Poco después de que Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna publicaran su descubrimiento de las tije-
ras genéticas CRISPR-Cas9 en 2012, varios grupos de investigacion demuestran que esta herramienta se
puede utilizar para modificar el genoma de las células, tanto de ratones como de humanos, lo que lleva a un
desarrollo explosivo. Hasta la fecha cambiar los genes de una célula, planta u organismo requeria mucho
tiempo y, a veces, era imposible. Usando las tijeras genéticas los investigadores pueden, en principio, hacer
los cortes que deseen en el genoma. Después de esto es facil utilizar los sistemas naturales de la célula
para la reparacion del ADN de manera que reescriban el codigo de la vida (figura 3).

Debido a que esta herramienta genética es tan facil de usar, actualmente estd muy extendida en la investi-
gacion basica. Se utiliza para cambiar el ADN de células y animales de laboratorio con el fin de comprender
como funcionan e interactuan los diferentes genes, por ejemplo, durante el curso de una enfermedad.

Las tijeras genéticas también se han convertido en una herramienta estandar en el mejoramiento de los
cultivos. Los métodos utilizados anteriormente por los investigadores para modificar los genomas de las
plantas a menudo requerian la adicion de genes que podian producir resistencia a los antibiéticos. Cuando
se realizan los cultivos existe el riesgo de que esta resistencia a los antibiéticos se extienda a los microor-
ganismos circundantes. Gracias a las tijeras genéticas los investigadores ya no necesitan utilizar estos
métodos, ya que ahora pueden realizar cambios muy precisos en el genoma. Entre otras cosas han editado
los genes que hacen que el arroz absorba metales pesados del suelo, lo que lleva a variedades mejoradas
de arroz con niveles mas bajos de cadmio y arsénico. Los investigadores también han desarrollado cultivos

4



que resisten mejor la sequia en un clima mas célido y que resisten insectos y plagas que de otro modo
tendrian que ser combatidos con pesticidas.

Las tijeras genéticas CRISPR/Cas9

Cuando los investigadores van a editar un

genoma usando las tijeras genéticas, cons-

truyen un ARN guia, que coincide con el

cédigo de ADN donde se realizara el corte.

La proteina de la tijera, Cas9, forma un ARN guia
complejo con el ARN guia, que lleva a las

tijeras al lugar del genoma donde se reali-

zara el corte.

Figura 3
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Una esperanza para curar enfermedades hereditarias

En medicina las tijeras genéticas estan contribuyendo a desarrollar nuevas inmunoterapias para el cancer y
se estan realizando ensayos para hacer realidad un sueno: curar enfermedades hereditarias. Ya se estan
realizando ensayos clinicos para investigar si se puede usar CRISPR-Cas9 para tratar enfermedades de la
sangre como la anemia falciforme y la beta talasemia, asi como enfermedades oculares hereditarias.

También se estan desarrollando métodos para reparar genes en érganos grandes, como el cerebro y los
musculos. Los experimentos con animales han demostrado que virus especialmente disefiados pueden
llevar las tijeras genéticas a las células deseadas, tratando modelos de enfermedades hereditarias devasta-
doras como la distrofia muscular, la atrofia muscular espinal y la enfermedad de Huntington. Sin embargo,
se necesita mejorar esta tecnologia antes de que pueda probarse en humanos.



El poder de las tijeras genéticas requiere regulacién

A pesar de los beneficios que comportan, las tijeras genéticas también pueden ser mal utilizadas. Se pue-
den utilizar, por ejemplo, para crear embriones modificados genéticamente. Sin embargo, durante muchos
afos, ha habido leyes y regulaciones que controlan la aplicacion de la ingenieria genética, que incluyen
prohibiciones de modificar el genoma humano de una manera que permita heredar los cambios. Ademas,
los experimentos que involucran a humanos y animales siempre deben ser revisados y aprobados por co-
mités de ética antes de que se lleven a cabo.

Una cosa es cierta: esta tecnologia nos afectan a todos. Enfrentaremos nuevos problemas éticos, pero esta
nueva herramienta bien puede contribuir a resolver muchos de los desafios que ahora enfrenta la humani-
dad. A través de su descubrimiento, Emmanuelle Charpentier y Jennifer Doudna desarrollaron una
herramienta que ha llevado las ciencias de la vida a una nueva época. Nos han hecho contemplar un vasto
horizonte de potencial inimaginable y, en el camino, mientras exploramos este nuevo territorio, tenemos la
garantia de realizar descubrimientos nuevos e inesperados.



OTRAS LECTURAS

En el sitio web de la Real Academia Sueca de Ciencias, www.kva.se, y en www.nobelprize.org, se puede
obtener informacion adicional sobre los premios de este afo, incluidos videos de las conferencias de pren-
sa, las Nobel Lectures y mas. La informacion sobre exposiciones y actividades relacionadas con los Pre-
mios Nobel y el Premio de Ciencias Econdmicas esté disponible en www.nobelprizemuseum.se

La Real Academia de Ciencias de Suecia ha decidido otorgar el Premio Nobel de Quimica 2020 a

EMMANUELLE CHARPENTIER

Born 1968 in Juvisy-sur-Orge, France.
Ph.D. 1995 from Institut Pasteur, Paris,
France. Director of the Max Planck
Unit for the Science of Pathogens,
Berlin, Germany

JENNIFER A. DOUDNA

Born 1964 in Washington, D.C, USA.
Ph.D. 1989 from Harvard Medical
School, Boston, USA. Professor at the
University of California, Berkeley, USA
and Investigator, Howard Hughes Medi-
cal Institute.

“Por el desarrollo de un método para la edicion del genoma”




