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Resum: A principis del mes d'octubre passat, la Reial Académia Sueca de les Ciéncies va decidir atorgar el Premi Nobel de Qui-
mica 2020 a dues investigadores: la francesa Emmanuelle Charpentier i la nord-americana Jennifer Doudna, per haver desen-
volupat un métode d'edicid genética. No va caldre res més. Tota la comunitat cientifica va saber que es premiaven les eines

CRISPR-Cas, derivades de sistemes de procariotes que, amb el mateix nom, havien estat descrits per Francis Mojica, un investi-
gador de la Universitat d'Alacant que també fou qui proposa aquest acronim que ja ha fet fortuna: CRISPR.
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Abstract: In early October of last year, the Swedish Academy of Sciences awarded the 2020 Nobel Prize in Chemistry to two
scientists, the French researcher Emmanuelle Charpentier and the American biochemist Jennifer Doudna, for the development

of a genome editing method. The whole scientific community immediately understood that the prize was being granted for
the CRISPR-Cas tools, derived from prokaryotic systems which, under the same name, had been described by a researcher
at the University of Alicante, Francis Mojica, who also coined the now famous acronym CRISPR.
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Introduccio

| Premi Nobel de Quimica 2020 va recaure en
dues investigadores, Emmanuelle Charpentier i
Jennifer Doudna, per haver desenvolupat un
metode d'edicio genetica. El fet que la Reial
Académia Sueca de les Ciencies destaqués I'ar-
ticle un (en lloc del determinat e/) ja fa pensar
que el métode CRISPR-Cas premiat no era
I'inic que coneixiem. Efectivament, abans de les eines CRIS-
PR-Cas van sorgir les meganucleases de llevat, les nucleases
associades a dominis de dits de zenc (ZFN) i les anomenades
TALEN (derivades de bacteris patogens de plantes) [1]. Per
tant, la precisio que es tractava d'un i no del metode d'edicio
genetica era ben oportuna.

Aquestes dues investigadores, de carreres professionals molt

diferents, compartien, pero, l'interés per la biologia dels RNA i
van coincidir per primera vegada I'any 2011 en una reunio in-
ternacional de microbiologia a Puerto Rico, on van decidir co-
mencar a collaborar. El resultat no va trigar massa a concretar-
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se i el mes de juny de I'any segiient, el 2012, van publicar
I'unic treball experimental que les va portar, vuit anys després
a Estocolm, a recollir el merescut Premi Nobel de Quimica. En
efecte, I'article publicat a la revista Science va ser disruptiu
en molts sentits, pel fet de proposar que uns sistemes de
defensa que utilitzen els organismes procariotes, els bacteris

i els arqueus, per a defensar-se dels bacteriofags —els virus que
els infecten—, també podrien servir per a promoure I'edicid de
qualsevol gen en qualsevol altre organisme [2]. En aquest tre-
ball, les investigadores i els seus equips respectius descrivien
els components d'un d'aquests sistemes CRISPR-Cas, derivat
del bacteri patogen Streptococcus pyogenes, que habitual-
ment causa otitis i laringitis. El sistema no podia ser més sen-
zill: un enzim endonucleasa anomenat Cas9i dues petites
molecules d'RNA, I'una per a aparellar-se amb el gen diana
que es vol editar (RNAcr, o crRNA en anglés) i 'altra accesso-
ria perd igualment important, que s'aparella amb la primera i
es lliga a la proteina Cas9 (RNAtracr, o tracrRNA en angleés).
Charpentier i Doudna van anar més enlla en aquest article
premonitori ja que suggerien que les dues petites molécules
d'RNA es podien combinar i fusionar, constituint el que van
anomenar RNA guia sintétic (RNAgs, o sgRNA en anglés) [2].

Aquest article no demostrava que es poguessin fer servir els
sistemes CRISPR-Cas com a eines d'edicié genética, només ho


http://revistes.iec.cat/index.php/RSCQ
mailto:montoliu@cnb.csic.es

apuntava, pero va ser suficient per a capgirar la comunitat
cientifica biomédica, que va posar tota la maquinaria a treba-
llar i, set mesos després, el mes de gener de 2013, dos treballs
publicats, també a la revista Science, pels laboratoris de Feng
Zhang [3] i George Church [4] van demostrar que la proposta
de Charpentier i Doudna era certa, que es podien editar gens
en céHules humanes i de ratoli, i aleshores va comencar la re-
volucio, que encara continua.

Els origens de la tecnologia
CRISPR

L'entrada de la microbiologa francesa Emmanuelle Charpen-
tier al camp de les CRISPR s'havia produit I'any 2011, quan va
descriure precisament |'existéncia de la segona petita molé-
cula d'RNA que tenien alguns sistemes CRISPR, I'RNAtracr [5].
Per contra, la bioquimica Jennifer Doudna ja feia uns quants
anys que havia comencat a acostar-se als sistemes CRISPR i
havia pogut cristallitzar i deduir I'estructura de diverses pro-
teines relacionades amb aquest curids sistema de defensa
adaptatiu que feien servir els procariotes [6].

El mecanisme funcional dels sistemes CRISPR-Cas no podia
ser més simple. La guia d'RNA buscava la seqiiencia de DNA
complementaria en el genoma per editar i arrossegava la nu-
cleasa Cas9 per a tallar en un lloc precis les dues cadenes de
DNA. Aquest tall havia de ser reparat immediatament per la
cellula aprofitant algun dels sistemes de reparacio endogens
que tenim tots els éssers vius. D'una banda, un sistema rapid
perd molt poc respectuds amb la seqiiencia original de DNA,
que progressava afegint i esborrant nucleotids (INDEL) fins a
arribar a generar alguna microhomologia que permetés resta-
blir la continuitat del cromosoma (NHEJ), i de I'altra, un siste-
ma de reparacid dirigit per homologia si introduim dins de la
reaccio un motlle de DNA complementari als dos costats del
lloc de tall que es pogués fer servir per a restaurar la continui-
tat del genoma [7].

Mitjancant aquestes dues rutes de reparacid era possible vir-
tualment modificar —editar— qualsevol gen de qualsevol ge-
noma de qualsevol espécie, animal o vegetal, també de llevats
i d'altres bacteris. Les aplicacions que es podien derivar de |'us
d'aquestes eines CRISPR-Cas depassaven el camp de la biolo-

._”2 gia per endinsar-se en la biomedicina i la biotecnologia [8, 9].

Pero, quin era I'origen d'aquestes meravelloses eines CRISPR-
Cas que havien revolucionat els laboratoris de biologia mole-
cular de tot el mdn? Calia buscar-lo a Alacant, a les salines de
Santa Pola, d'on es va aillar I'arqueobacteri Haloferax medi-
terranei, I'organisme amb el qual va fer la tesi doctoral Francis
Mojica, microbioleg de la Universitat d'Alacant. F. Mojica va
descobrir unes curioses repeticions al genoma d'aquest proca-
riota, que tenien una estructura regular —és a dir, mantenien
un patr6 [10]. Aquestes mateixes repeticions, i els espaiadors
entre elles, les va continuar trobant en altres procariotes, fins
que va decidir anomenar-les adientment, per posar ordre al
camp, i establi I'acronim CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats, 'repeticions curtes palindro-
miques agrupades i regularment espaiades’) per a identificar-
les [11]. Analitzant moltes d'aquestes seqiiéncies CRISPR, va
acabar descobrint que els espaiadors existents entre repeti-
cions consecutives en realitat eren fragments de genomes de
virus invasors, i que, quan aixo passava, el bacteri o I'arqueu
eren resistents a la infeccié per aquest virus. Havia descobert
un veritable sistema immunitari en el mon procariota, de
tipus adaptatiu i de fonament genétic, que s'heretava entre
generacions. F. Mojica fou el primer a adonar-se de la funcié
d'aquests sistemes CRISPR-Cas com a veritables sistemes

de defensa [12].

Les contribucions de Mojica per a caracteritzar els sistemes
CRISPR-Cas van continuar. L'any 2009 va descriure una se-
qliencia de DNA que sempre estava al costat de la guia d'RNA
(pero no la contenia) i que era la que permetia a la nucleasa
Cas9 decidir si tallava o no. Aquesta seqiiéncia senyal la va
anomenar PAM (protospacer adjacent motif, 'motiu adjacent al
protoespaiador') i és una de les restriccions i limitacions biolo-
giques que ens recorda que els sistemes CRISPR-Cas tenen una
rad de ser, que I'evolucid els ha anat polint per a discriminar
entre el DNA del virus invasor (que és el que conté la PAM) i el
propi DNA del bacteri (que no conté la PAM), i evitar aixi que
la nucleasa Cas9 s'activi contra el mateix bacteri [13].

Els experiments pioners de Mojica, junt amb els de molts al-
tres laboratoris destacats, van permetre investigar i determi-
nar tots els components dels sistemes CRISPR-Cas fins a arri-
bar, vint anys després, a I'article de Charpentier i Doudna [2].
Son molts els investigadors que van contribuir decisivament
en aquesta tasca, i que haurien pogut acompanyar les dues
investigadores en el seu Premi Nobel, pero finalment no va ser
aixi. Es important, perd, coneixer els esdeveniments historics i



les dates i les persones clau que van permetre, amb els seus
treballs, fer avancar aquesta tecnologia [14].

Entre els microbidlegs que van collaborar en aquesta gran
fita destaca també Virginijus Siknsnys, de la Universitat de
Vilnius (Lituania), que va arribar a la mateixa conclusio que
les investigadores Charpentier i Doudna, sobre la possibilitat
que els sistemes CRISPR-Cas es convertissin en eines d'edicio
genetica, si bé el seu article va apareixer publicat tres mesos
després i tota la gloria va recaure sobre les dues investigado-
res [15].

Alguns dels investigadors destacats de I'univers CRISPR han
aprofitat per a fundar empreses del ram, i per a desenvolupar
eines i solucions terapéutiques aplicades al tractament de
malalties humanes de base genética. Es el cas, entre molts
d'altres, de l'investigador Feng Zhang, vinculat a Editas Medi-
cine; de Jennifer Doudna, amb Caribou Biosciences, i d'Emma-
nuelle Charpentier, amb CRISPR Therapeutics and ERS Geno-
mics.

Tipus i aplicacions de les eines
CRISPR-Cas

Les aplicacions de les eines CRISPR-Cas son gairebé infinites.
Es poden fer servir per a inactivar gens; per a eliminar frag-
ments gendmics amb precisio; per a invertir-los, duplicar-los
o reorganitzar-los; per a introduir-hi mutacions puntuals, o
per a introduir gens nous o qualsevol altra modificacio gené-
tica que es vulgui. La inactivacio de gens és potser la funcio
més simple i directa d'aquestes eines CRISPR-Cas, ja que tan
sols cal un d'aquests complexos dirigit contra la seqiiéncia
diana del genoma que es vol alterar. | aix0 es pot multiplicar
només augmentant el nombre de guies d'RNA que es facin
servir. La mateixa nucleasa Cas9 s'unira a cadascuna de les
guies i dirigira la inactivacio de cadascun dels gens comple-
mentaris. Potser I'exemple més evident d'aquesta capacitat de
mutacio multiple es troba en la publicacio d'un estudi enca-
minat a descobrir antidots contra el veri d'una medusa a Aus-
tralia. Els investigadors van inactivar tots els gens de céHules
humanes en cultiu (un gen a cada céllula): el veri va matar la
majoria de les cellules tret d'aquelles on el gen inactivat in-
habilitava I'accio del veri, fet que obria la porta al descobri-
ment dels corresponents antidots [16].

L'Us de dos sistemes CRISPR-Cas en cis, sobre la mateixa mo-
lecula de DNA, afavoreix que els sistemes de reparacio s'equi-
voquin i uneixin els extrems exteriors, de manera que eli-
minen les seqiiéncies internes; és a dir, provoquen una
delecid. La facilitat amb la qual es poden generar delecions ha
servit per a valorar la rellevancia funcional dels elements re-
guladors que controlen I'expressio dels gens [17, 18] o per a
eliminar un fragment d'un gen que inclou una mutacio, tal
com diversos equips van demostrar, amb gran éxit, en un mo-
del de ratoli amb distrofia muscular de Duchenne [19].

La inactivacio de I'activitat nucleasa de la Cas9 va suposar
una innovacio tecnologica, ja que es crea la Cas9 morta
(dCas9, de I'anglés dead Cas9), fet que permet combinar la
dCas9 amb activitats promotores o inhibidores de la trans-
cripcio, de manera que esdevenen eines de control epigenétic,
amb les quals es pot controlar I'activacio o la inhibicio especi-
fica dels gens a voluntat [20].

Les aplicacions terapéutiques també han arribat a través dels
editors de bases, una combinacid creada per David Liu en que
les nickases (Cas9 que poden tallar només una de les dues ca-
denes del DNA) es combinen amb activitats desaminasa, les
quals, quimicament, poden convertir una A en una G, o una C
enunaT,iobégeneren una mutacio o bé la resolen [21].
Aquestes mateixes activitats desaminasa s'han aprofitat, en
combinacié amb les eines TALEN, per a possibilitar I'edicié del
genoma dels mitocondris, un dels pocs llocs on les eines
CRISPR-Cas sembla que no funcionen [22].

Una variacio dels sistemes CRISPR-Cas que combina una
nickasa amb una activitat retrotranscriptasa o transcriptasa
inversa, també promoguda per David Liu, ha generat una de
les variants CRISPR més precises. En aquest cas, una llarga
guia d'RNA serveix per a centrar la nucleasa parcialment in-
activada sobre el gen escollit i, també, per a sostenir la sintesi
de nou DNA en la cadena complementaria, fent servir la ma-
teixa molécula d'RNA guia com a motlle [23]. Realment, son
moltes les variants i els tipus d'eines CRISPR-Cas que es po-
den trobar actualment, cadascuna seleccionada per a una
aplicacio diferent [24].

Les aplicacions biotecnologiques d'aquestes eines no s'han fet
esperar, tant en animals com en plantes. Per exemple, mitjan-
cant CRISPR ha estat possible inactivar el domini d'una pro-
teina que serveix de porta d'entrada per al virus PRRSV, que
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ataca les explotacions ramaderes de porcs i provoca perdues
greus [25]. O, també, eliminar una gran part dels gens de les
gliadines —components del gluten d'alguns cereals— per a ge-
nerar farines que puguin ser consumides per persones amb la
malaltia celiaca [26].

Limitacions de les eines
CRISPR-Cas

No tot sén aspectes positius amb les eines CRISPR-Cas9. Mal-
grat que poden fer el tall amb una gran precisio, també poden
arribar a tallar seqiiencies de DNA similars no volgudes, pre-
sents en altres indrets del genoma. Per aixo, s'han desenvolu-
pat nous algoritmes bioinformatics que permeten reduir
aquests efectes al minim [27]. Altrament, la reparacio mitjan-
cant INDEL genera una gran diversitat allelica i provoca que la
majoria dels animals editats genéticament, nascuts com a fun-
dadors i establerts amb CRISPR-Cas9, normalment siguin mo-
saics [17]. Aixo no representa cap problema en el cas dels
models animals (o en plantes), ja que els allels que no interes-
sen es poden segregar i descartar mitjancant encreuaments.
Pero si que és un problema en els éssers humans, en qué ob-
viament no hi ha aquesta possibilitat de segregacio. Per aquest
motiu, va ser una greu irresponsabilitat transferir aquesta in-
certesa, que sabem gestionar en els models animals, a nadons
humans —tres nenes que van néixer a la Xina després d'un in-
tent fallit d'inactivar el gen CCR5 per a fer-les resistents al vi-
rus VIH, causant de la SIDA. Els investigadors que hi estigueren
involucrats van ser condemnats a preso i a pagar una multa i
van ser inhabilitats per a treballar mai més en aquests temes.

La majoria de paisos no permet modificar el genoma de la
descendéncia, pero si mai s'aprova aquesta aplicacio es fara
amb una finalitat terapeutica, no pas amb una intencio de
millora, que no deixa de ser un eufemisme de I'eugeneésia. Cal
estar molt atents als aspectes &tics associats a I'aplicacio
d'aquestes eines CRISPR-Cas en salut humana.

Les eines CRISPR-Cas en terapia
génica

Actualment hi ha aproximadament uns quaranta-sis assaigs

._ 114 clinics que estan experimentant ja estrategies terapéutiques

amb voluntaris humans. La majoria d'aquestes propostes son
ex vivo (és a dir, s'extreuen les céllules del pacient i, al labora-
tori, s'editen i seleccionen, abans de retornar-les al pacient).
Les propostes in vivo estan centrades en malalties de retina,
intraoculars, o en alteracions sistémiques. Els eéxits més ro-
tunds han arribat amb les aplicacions ex vivo, fonamental-
ment per al tractament de I'anémia falciforme i |a talassémia
beta, dues malalties greus de la sang que requereixen transfu-
sions de sang constants als pacients que les presenten. Fent
servir una estrategia CRISPR-Cas d'inactivacié, els investiga-
dors van disminuir fortament I'expressio del gen BCL11A, re-
pressor de la variant fetal de les globines, habitualment inac-
tives en adults, i aixi van permetre la seva reactivacid i la
substitucio de les unitats de beta-globina mutades. Els pri-
mers pacients tractats ja poden viure sense més transfusions
[28]. També s'esperen grans éxits de I'aplicacio de les eines
CRISPR-Cas en la immunoterapia del cancer, sobretot en tu-
mors molt agressius com el melanoma, el sarcoma i el mielo-
ma [29].

Les eines CRISPR-Cas
i la pandémia COVID-19

Si alguna aplicacio illustra de manera clara la versatilitat que
tenen les eines CRISPR-Cas aquesta és la derivacio d'aproxi-
macions diagnostiques i terapeutiques tant per a detectar
com per a lluitar contra el coronavirus SARS-CoV-2, causant
de la pandémia COVID-19.

Les aplicacions diagnostiques deriven de noves variants
CRISPR-Cas descobertes —com la nucleasa Cas13a—, que pot
tallar moleécules d'RNA guiada per una petita molécula d'RNA,
perd que quan troba la seqliéncia complementaria perd I'es-
pecificitat i talla tots els RNA de la mostra. Aquest resultat
inesperat que va trobar Feng Zhang el va convertir rapida-
ment en una aplicacié diagnostica per a detectar virus o qual-
sevol altra mutacié amb una gran sensibilitat. La técnica es va
batejar amb I'acronim SHERLOCK [30] i, tan bon punt es va
coneixer la pandémia i I'agent causal, el laboratori de F. Zhang
va desenvolupar diverses aproximacions per a diagnosticar la
preséncia del coronavirus fent servir Cas13a, que finalment va
ser aprovada per la Food and Drug Administration (FDA) [31].
La investigadora Jennifer Doudna va descobrir propietats si-
milars en una nucleasa analoga —la Cas12a—, i també en va



derivar una aplicacio diagnostica [32]. Es certament remar-
cable que la premiada J. Doudna hagi reconvertit I'us de

la Cas13a per desenvolupar una aplicacio diagnostica

de COVID-19 que fa servir la camera fotografica d'un teléfon
mobil per a captar la fluorescéncia indicativa d'estar infectat
amb el coronavirus [33].

Més enlla de les activitats diagnostiques, els sistemes
CRISPR-Cas també es poden fer servir com a antivirals —par-
ticularment, utilitzant la nucleasa Cas13d, que permet digerir
molécules d'RNA (com el genoma del coronavirus SARS-
CoV-2 o del virus de la grip) i inhibir-ne la replicacio, provat
en models cellulars [34]. Una aproximacié semblant s'ha pro-
vat amb la nucleasa Cas13a in vivo (en qué no sembla mani-
festar la pérdua d'especificitat) en ratolins i hamsters [35].
Totes aquestes aplicacions COVID-19, i moltes més que han
aparegut, donen idea de la capacitat plastica de les eines
CRISPR-Cas9, ja que poden adaptar-se a qualsevol repte men-
tre hi estiguin implicades molecules de DNA o d'RNA.

Conclusions

Les investigadores Charpentier i Doudna van ser les primeres a
adonar-se de la potencialitat que tenien els sistemes CRISPR-
Cas bacterians i van proposar, sense poder demostrar-ho en
aquells moments, que aquestes eines, fora de context, podrien
emprar-se per a editar qualsevol gen de qualsevol organisme.
Aquell article va apareixer I'estiu del 2012. Al cap de pocs me-
sos, altres investigadors van constatar la certesa de la propos-
ta i, vuit anys després, Charpentier i Doudna recollien meres-
cudament el Premi Nobel de Quimica a Suécia.
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