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RESUMEN

Los sistemas CRISPR-Cas se han optimizado para la edicion de genes, inicialmente, en diferentes tipos de modelos tradicionales de lineas celulares de mamifero. Sin embargo, su
implementacion en modelos animales requiere trabajo adicional. Ademas, otro impedimento es el numero de dianas en el genoma de los distintos sistemas CRISPR-Cas, el cual esta
limitado debido a la restriccion de la secuencia PAM (“protospacer adjacent motif’). Esta PAM es una secuencia de ADN corta, caracteristica de cada sistema CRISPR-Cas, cercana a la
region del ADN diana y necesaria para que cada nucleasa Cas reconozca su sitio de corte. Por lo tanto, la posibilidad de tener diferentes sistemas CRISPR-Cas con diferentes secuencias
PAM nos permite tener un mayor nimero de dianas en el genoma, lo que simplificaria y aumentaria nuestras posibilidades de llevar a cabo edicién génica en cualquier parte del genoma y
de manera mas precisa.

En el laboratorio estamos interesados en implementar nuevos sistemas CRISPR-Cas in vivo como CRISPR-Cas12b y el sistema CRISPR-Cas de tipo |, utilizando embriones de pez cebra
como modelo animal. Primero, estamos optimizando el sistema CRISPR-Casl12b que se ha caracterizado recientemente en lineas celulares de mamifero y permite la edicion de genes en
ubicaciones gendmicas ricas en regiones AT donde otras endonucleasas ya caracterizadas como Casl2a o Cas9 no pueden actuar (1,2). La optimizacion de este sistema en embriones de
pez cebra aumentara el numero de dianas gendmicas que pueden usarse in vivo. En segundo lugar, el sistema CRISPR-Cas tipo | estd formado por Cas3 y un complejo de
ribonucleoproteina (RNP) llamado “Cascade”. Este sistema puede generar deleciones de gran tamafo (3), pero su actividad in vivo aln no se ha demostrado. Por lo tanto, en este proyecto
estamos implementando la herramienta CRISPR-Cas tipo | in vivo para facilitar la eliminacion de grandes regiones en el genoma con un papel potencial durante la embriogénesis. En
resumen, los resultados de este proyecto incrementaran el potencial de las herramientas CRISPR-Cas in vivo.

Sistemas CRISPR Resultados
Secuencias PAM de los sistemas mejor caracterizados: Todos los embriones obtenidos tras las inyecciones mostraron un patron de pigmentacion como los silvestres
Cas9 (NGG) 165 1e7 (WT). Una posible explicacion a este resultado es que los gRNAs usados para BvCasl2b se estén
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degradando en los embriones inyectados. Por tanto, se llevo a cabo una qPCR para determinar la cantidad de
los gRNAs a las Oh, 2h y 5h tras la microinyeccion, demostrando que los gRNAs empleados son muy
inestables y se degradan muy rapido.
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CI onacion Para superar este problema tenemos tres enfoques:

Para evaluar la actividad de ambos sistemas CRISPR-Cas, estamos generando diferentes vectores de @) Aumentar la cantidad de gRNA y/o proteina que se inyecta.

expresion por clonacion usando el plasmido PT3TS, con el objetivo de obtener posteriormente el mRNA de la  b) Incorporar modificaciones en estos gRNAs para hacerlos mas estables (4).
proteina mediante transcripcion in vitro (IVT). Hasta el momento se esta caracterizando el sistema CRISPR- c) Purificar la proteina para proteger los gRNAs de la degradacion (5).
BvCasl12b. Los otros dos sistemas BhCas12b y AaCas12b estan en proceso de clonacion.
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Insercion en el Primer, cleavage sites Sistema CRISPR-Cas de tipo |, compuesto por una nucleasa, Cas3, y un complejo de 5 enzimas denominado
plasmido Cascade. Este sistema es interesante debido a que es capaz de generar grandes deleciones en el genoma.
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