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Dos herramientas de la biologia sintética

Carla Giménez, Lucia A. Curti y Federico Pereyra-Bonnet

RESUMEN

La Biologia sintética llegd para quedarse y expandir los limites de la ciencia. Numerosas técnicas moleculares que estan siendo empleadas hoy en
muchos laboratorios superaron la ficcién para convertirse en una realidad. En este articulo se presentan dos técnicas innovadoras de la Biologia
sintética, como son la técnica de CRISPR, en especial la aplicacion de CRISPR-on en la activacion de genes especificos humanos, y el uso de
ARN mensajeros sintéticos para la purificacion y aislamiento celular. Con una mirada enfocada en la medicina traslacional, las herramientas de
la Biologia sintética ofrecen un gran potencial terapéutico.
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TWO SYNTHETIC BIOLOGY'S TOOLS

ABSTRACT

Synthetic biology came to settle in and break the boundaries of the science. Many molecular techniques overcome the fiction to become reality.
This article discusses two innovative techniques, as CRISPR, in particular the application of CRISPR-on which is able to activated particular hu-
man genes, and the synthetic RNAs messengers for isolation and purification specific cells. From a gaze focused on translational medicine, both

tools offer great therapeutic potential.
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INTRODUCCION

Si bien podriamos dar una definicioén para explicar a qué
llamamos Biologia sintética, es mas facil entender de qué
se trata mediante algunos ejemplos. Desde los descubri-
mientos de Watson y Crick, nadie duda de que la informa-
cioén almacenada en el codigo genético de los organismos
estd compuesta por 4 letras A, G, C, T (adenina, guanina,
citocina y timina), o al menos nadie lo dudaba hasta
ahora. Solo dos afios atrés, un grupo de cientificos en los
Estados Unidos sintetizo dos nuevas “letras” del codigo
genético dSSICS y dNaM. Aunque algunos grupos pueden
proclamarse pioneros en la invencion de nuevas bases,
este trabajo fue el primero que demostro la replicacion
de las nuevas bases in vivo conformando un organismo
antes inexistente con ADN semisintético (Malyshev y
col., 2014).

Otro ejemplo que puede representar el alcance de la Biolo-
gia sintética es la reciente “aparicion” del organismo con
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la menor cantidad de ADN posible. El proyecto “Genoma
minimo” fue liderado por Craig Venter, el cientifico esta-
dounidense que le declar6 tablas al consorcio mundial que
descifré el codigo genético humano en el afio 2001. Luego,
este mismo grupo, en el afio 2010, sintetizd un genoma
bacteriano completo insertando base a base el codigo gené-
tico dentro de la bacteria. Siguiendo ese proyecto crearon
este afio a JCVI-Syn 3.0, el microorganismo con el genoma
minimo que tiene tan solo 473 genes contra los 22 000
genes aproximadamente que tienen los seres humanos. Al
igual que en el aflo 2010, y a diferencia de sus antecesores,
es el primer organismo con una carga genética sintetizada
quimicamente (Hutchinsin y col., 2016).

Estos y otros emprendimientos tienen su foco en la inven-
cién de microorganismos con aplicaciones industriales y
médicas. Por ejemplo, la creacion de bacterias sintéticas
que degraden el petrdleo a otras moléculas biodegradables
podria utilizarse para reparar los desastres ecologicos que
suceden en altamar con los buques petroleros. Asimismo,
alguno de estos nuevos organismos sintéticos podria ser
la fuente de hidrogeno para las celdas de combustible en
tanques biologicos de energia.

La Biologia sintética creando formas originales de vida
podria responder a un sinfin de necesidades actuales y
aplicaciones emergentes. Ademas existen proyectos que
trabajan sobre la conformacion y estructura de algunas de
las biomoléculas importantes para la vida. Si bien no existe
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ningun proyecto de Biologia sintética avanzado sobre
genes artificiales para uso en seres humanos, esta claro
que tarde o temprano la comunidad toda debera atender a
esta tecnologia emergente desde todos sus aspectos, tanto
éticos, religiosos como cientificos. Mientras tanto, desde
una optica mas ladica podriamos escuchar como suenan
estas nuevas biomoléculas en el Gene2Music (el progra-
ma que transforma en musica una secuencia de ADN). Si
tomamos las dos nuevas bases sintéticas de ADN (d5SICS
y dNaM) y las agregamos al Gene2Music, podremos in-
terpretar melodias mas enriquecidas.

NUESTRO APORTE

Si bien durante este articulo hemos empezado dando
ejemplos de Biologia sintética desde lo general, esta
revolucion no puede llevarse a cabo sin las herramientas
moleculares necesarias. Como toda nueva terminologia
que se quiere imponer, esta fagocita tecnologias existen-
tes. Asi, por ejemplo, dentro de la definicion de Biologia
sintética hoy se engloban técnicas como ADN sintético,
ingenieria genética, biomoléculas sintéticas, biologia in
sillico, ingenieria de tejidos, etcétera.

Desde la Unidad de Reprogramacion Celular del Instituto
de Ciencias Basicas y Medicina Experimental del Instituto
Universitario estamos llevando a cabo dos lineas de inves-
tigacion que incluyen herramientas de Biologia sintética
de ultima generacion.

El sistema CRISPR

La primera de ellas se denomina sistema CRISPR (por
sus siglas en inglés de Agrupacion de Repeticiones Pa-
lindromicas Regularmente Intercaladas). Dentro de su
contexto natural, CRISPR fue descripto inicialmente como
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un sistema de defensa primitivo hallado en bacterias y
Archaea, denominado sistema CRISPR/Cas (Makarova
y col., 2011). Gracias a este mecanismo, las bacterias
podian reconocer y protegerse mediante la degradacion de
ADN virales. Hace algunos pocos ailos, los investigadores
redisefiaron el sistema CRISPR/Cas a fin de convertirlo en
una herramienta muy especifica para la correccion y mo-
dificacion de genes (Jinek y col., 2012; Maliy col., 2013).
Entre los ya grandes logros de CRISPR podemos men-
cionar la eliminacién de copias de ADN retroviral del
genoma del cerdo, para darles una nueva oportunidad a
los xenotrasplantes (Yang y col., 2015); la eliminacion del
virus de HIV en células humanas infectadas (Kaminski y
col., 2016) y la reciente y polémica publicacion de modi-
ficacion genética de embriones humanos llevada adelante
por investigadores chinos (Liang y col., 2015).

Es facil notar el rapido impacto que ha tenido esta técni-
ca cuando la analizamos desde dos puntos de vista bien
distintos. El primero, desde el momento en que Bill Gates
y otros inversores crearon un fondo de 120 millones de
dolares para fundar “Editas Medicine”, la primera empresa
de Biomedicina sobre el sistema CRISPR. Y el segundo
puede advertirse por el incremento de publicaciones
cientificas que incluyen la técnica de CRISPR, que paso
de tener 45 publicaciones en el afio 2010 a tener mas de
1200 en el afio 2015 y sigue sumando (Fig. 1).

El desarrollo de esta novedosa tecnologia nos ayuda a en-
frentar un nuevo desafio biomédico denominado “Terapia
epigenética”. En lineas generales, la terapia epigenética
consiste en apagar o prender genes asociados a enferme-
dades o cambiar el patron de genes activos para modificar
la identidad celular (de Groote y col., 2012). Dentro de las
variadas aplicaciones de CRISPR/Cas se ha desarrollado
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Figura 1. Variacion de la cantidad de publicaciones cientificas referidas a CRISPR desde
el afio 2002 hasta la actualidad. Fuente: National Center for Biotechnology Information,
U.S. National Library of Medicine (NCBI).
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CRISPR-on, un complejo biotecnoldgico para modificar
la epigenética (sefales quimicas que controlan los genes)
y prender la expresion de un gen de forma puntual. Esto se
logra mediante el uso de un pequeiio ARN y un complejo
proteico activador (dCas9-VP160) (Cheng y col., 2013).
Con la ayuda de las grandes bases de datos del genoma hu-
mano y programas bioinformaticos de uso libre y gratuito
(p. ¢j., CRISPR-ERA, véase en www.crispr-era.stanford.
edu), los investigadores pueden disefiar las moléculas de
ARN sintéticas capaces de reconocer el gen de interés.
Estas moléculas de ARN y el complejo proteico activador
son ingresados en las células donde se unen y viajan al
nucleo buscando el ADN celular. Gracias al disefio de las
guias de ARN, este complejo es capaz de localizar una
secuencia especifica (por complementariedad), colocarse
sobre el gen de interés y atraer la maquinaria de activacion
molecular para prenderlo (Fig. 2).

Nuestro grupo hizo uso de esta herramienta dentro del
marco de un proyecto donde conviven la ciencia basica
y la aplicada para brindar una alternativa terapéutica a
la diabetes tipo 1. El objetivo general es obtener células
productoras de insulina a partir de otros tipos celulares
para realizar estudios in vitro y un potencial tratamiento
de terapia celular. Recientemente utilizamos el sistema
CRIPSR-on para activar el gen de insulina en lineas celu-
lares humanas y estudiamos sus marcas epigenéticas para
entender su regulacion y desarrollar mejores estrategias
de activacion (Giménez y col., 2016). Mediante el uso de
CRISPR-on observamos que ciertas marcas epigenéticas
activadoras aumentan (acetilacion de H3K9), mientras
que otras asociadas a la represion génica no varian (meti-
lacion del ADN) en el gen de insulina. Asimismo, el uso
de muchos complejos activadores en simultineo aumenta
sinérgicamente la activacion del gen en comparacion con
el uso de moléculas individuales. Actualmente seguimos
trabajando en el disefio y aplicacion de CRISPR-on para
otros genes de desarrollo pancreatico temprano como
PDXI1, NGN3, NKX6.1 y PAX4. La reprogramacion celu-
lar tiene un enorme potencial en el campo de la medicina
regenerativa con un futuro prometedor gracias, en gran
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parte, a los avances de la Biologia sintética como el sis-
tema CRISPR-on.

Diseiltando ARN mensajeros sintéticos

Hace menos de una década se creia que existia una gran
porcién de genoma que no tenia funcion y se lo denomind
ADN no codificante o ADN basura. Este preconcepto aten-
taba contra el darwinismo y su concepcion de la eficacia
de la evolucion. Hoy se sabe (en parte gracias al proyecto
ENCODE: https://www.genome.gov/10005107/) que di-
cho ADN basura es imprescindible y que interviene, entre
otras muchas funciones de regulacion, en la sintesis de
moléculas de ARN no codificantes. Entre estas moléculas
de ARN no codificantes se encuentran los micro-ARN.
Hoy existe sobrada evidencia de que una subclase de
micro-ARN presente en las células sirve para la regula-
cion génica y es la firma indistinguible de diferentes tipos
celulares (Lee 1993; Kim, 2005; Ruvkun, 2001) (http://
www.mirbase.org/).

El reconocer un tipo celular especifico (por ejemplo
células productoras de insulina) es una necesidad a la
hora de purificar poblaciones celulares generadas in vitro
u obtenidas in vivo, para ser usadas en trasplantes celu-
lares en medicina regenerativa (Pereyra-Bonnet y col.,
2014; Orqueday col., 2016). Sin embargo, muchos tipos
celulares no tienen marcadores de superficie especificos
que faciliten su identificacion y, a su vez, los anticuerpos
en la superficie de las células trasplantadas pueden ser
inmunogénicos y causar inflamacion local y hasta recha-
zos del injerto. Para responder a esta necesidad, un grupo
de investigadores japoneses desarrolld recientemente un
método alternativo de purificacion basado en detectar
y distinguir la actividad de los micro-ARN enddgenos
mediante el uso de ARN mensajeros sintéticos (Kenji
Miki, 2015).

,Como funcionan los ARN mensajeros (ARNm) sin-
téticos? Se construye un ARN mensajero que contiene
una secuencia complementaria del micro-ARN target
caracteristico de la célula que se va a purificar. Este ARNm
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Figura 2. Esquema del sistema CRISPR-on. Las hebras amarrillas representan la molécula
de ARN sintética que localiza el gen de interés en el ADN (hebra verde). El complejo
CRISPR-on ubica el complejo activador (A) y activa el gen (B).
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Figura 3. Esquema del templado de un ARNm sintético. Podemos ver que la construccion
contiene un promotor para la transcripcion in vitro, una region 5’'UTR, una regién
complementaria del micro-ARN target, una secuencia que codifica para una proteina (en

este caso la proteina apoptotica BIM), una regiéon 3'UTR y una cola de PoliA
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Figura 4. Esquema del mecanismo subyacente en la utilizacion de los ARNm sintéticos

para purificar tipos celulares.

sintético codifica a su vez para una proteina apoptotica
(por ejemplo, la proteina BIM). En la figura 3 mostramos
un esquema de un ARNm sintético.

Una vez disenados e introducidos en las células, los ARNm
sintéticos podran tener uno de dos destinos: 1) en el caso
donde el tipo celular contenga el micro-ARN comple-
mentario (células de fenotipo deseado) se formara un
ARN doble cadena que sera reconocido por el complejo
RISC y degradado impidiendo la expresion de la proteina
apoptotica. Por el contrario, 2) en las células donde no se
encuentre el micro-ARN farget (células que queremos des-
cartar) no se formara el ARN doble cadena y, por lo tanto,
se expresara la proteina apoptoética llevando a la células a
“suicidarse”. De esta manera se pueden purificar células
de un determinado fenotipo sin la necesidad de contar con
un citémetro de flujo acoplado a un cell sorter pero man-
teniendo su funcionalidad. En la figura 4 ejemplificamos
todo el mecanismo.

En los Gltimos meses, nuestro equipo comenzo a disefiar y
trabajar con ARNm sintéticos para los micro-ARN 375 y
Let7a, dos marcadores de células productoras de insulina.
Los primeros resultados son mas que alentadores.

CONCLUSIONES

Entre crear vida artificial, nuevas biomoléculas y herramien-
tas de edicidon génica, la Biologia sintética es un término
que vino a compilar varias biotecnologias, pero también a
desarrollar nuevas. En definitiva, desde hace algunas déca-
das, los descubrimientos y posibilidades en esta rama de la
ciencia nos viene deslumbrando y lejos de desacelerarse,
su velocidad va en aumento.

En nuestro caso, algunas herramientas como los ARNm
sintéticos o el sistema de edicion CRISPR nos estan per-
mitiendo superar limites antes infranqueables dentro de los
protocolos de reprogramacion celular. No cabe duda de
que las técnicas de Biologia sintética tienen un potencial
terapéutico muy alto. No es un ejercicio dificil proyectar
algunas décadas al futuro e imaginar hasta donde podremos
llegar con estos nuevos avances.

Lo que hay que tener presente es que estar por encima de la
creatividad natural es un desafio de alta inventiva, no vaya
a ser que estemos ensayando moléculas sintéticas que ya
fueron creadas, probadas y descartadas por la evolucion.
Y en vez de ir al futuro, estemos invirtiendo tiempo y
recursos yendo al pasado.
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