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/ CRISPR/Cas9 forma parte del sistema inmune adaptativo de bacteriasy arqueas, capaz de pro- | pretespaancar
ducir un corte en secuencias concretas en el ADN diana. El sistema se ha desarrollado con nu- ADN diana
merosas aplicaciones, hasta convertirse en la herramienta en edicion genética mas utilizada.

Para que el sistema funcione son necesarios |0s siguientes componentes:

- Cas9: setrata de unaendonucleasa. Aunque en el reino microbiano existen otras proteinas Cas caso —
[1], como herramienta de edicidn genética se emplea esta por ser la mas sencilla de mangar.
Solamente requiere una guia de ARN complementaria al ADN diana [2] y que en este ADN, ' 5
junto a punto de corte, haya una secuencia PAM [3]. tracRNA
3 tracRNA

- sgRNA: dirige a Cas9 al punto de corte, ya que se disefnia para que sea complementario al
ADN dianay asi se unaaé por complementacion de bases [2]. Basado en M. Jinek et al. (2012) J
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- Describir los principales conocimientos actuales del sistema CRISPR/ o | , |
Cas9 Para |a realizacion del presente trabajo se han consultado articulos de revistas

- Establecer sus ventajas frente a otras tecnicas de edicion genética como Life, Science o Nature, ademés de bases cientificas como PubMed.
- Analizar algunos g emplos practicos de su utilidad en terapia.
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INGENIERIA (EPI)GENETICA APLICACION 2: SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA [6]
Presenta una serie de ventajas frente a otras herramientas de edicion genética[4]:
. El reconocimiento de la diana se lleva a cabo por una reaccion de simple comple- BASE
mentariedad de bases: |as condiciones de reaccion no son tan influyentes. Una mutacion CCR5A32 confiereciertaresistencia frente a la infeccion por el virus
. Por cada nueva diana solo es necesario disefiar un sgrRNA, manteniendo €l vehiculo de lainmunodeficiencia humanatipo 1 (HIV-1).

y laenzima, Cas9. Se reduce el tiempo, dinero y los medios necesarios. ESTRATEGIA
. Se puede modificar Cas9 para obtener una variante sin actividad nucleasa (dCas9),
lo que permite llevar a cabo procesos de control epigenético. 1. Secogen células de la sangre del paciente y se transforman en células madre pluripo-
. Se reducen efectos sobre zonas del ADN no deseadas. tenciales inducidas (iPSCs).
2. Se produce ladelecion CCR5A32 mediante recombinacion homologa gracias aun
transposon que portaladelecion y que luego se eliminasin dgjar huella.
3. Para aumentar la eficacia de la recombinacion se utilizatanto las TALEN como latec-

APLICACION 1: OSTEOSARCOMA [5]

¢ QUE ES? nologia CRISPR/Cas9, que previamente produciran un corte en el genoma.
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Figura 5. Resultados obtenidos de la administracion de las distintas for mulacio- fz: ] HIVL paralloscultlvosde m(zj;lcr_ofagosy monocitos
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| : | .. & no se detecta antigeno de HIV-1, o que sugiere que

Ademas, seve que laformula es seguray que no causa toxicidad en otrostegidos ni . 1 13 1 19 2 €stenosedesarrollay por tanto que las células son
produce efectos off-target. Days after infaction resistentes a su infeccion.
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