
CRISPR-Cas9: Mecanismo y aplicaciones

CRISPR-Cas9 es un tipo de sistema inmunitario que fue descubierto en las bacterias. Los científicos adaptaron sus
componentes para crear una herramienta biotecnológica capaz de editar el ADN. Al estar compuesto de una enzima
que corta el ADN (Cas9) y una molécula programable de ARN (ARN guía), el CRISPR-Cas9 puede dirigirse casi a
cualquier gen con precisión.

Cómo funciona

Paso 1: Reconocimiento

Los científicos introducen el complejo Cas9-ARN guía en una célula (en este caso, una célula humana), donde
se asocia y se disocia aleatoriamente con el ADN. La Cas9 reconoce y se une a un motivo de secuencia de tres
nucleótidos llamado PAM que abunda en todo el genoma.

El complejo Cas9-ARN guía se puede definir como una tijera molecular (Cas9) con un GPS programable
(ARN guía). La Cas9 es una nucleasa, un tipo de enzima que corta el ADN. Cas9 reconoce y se une a un motivo
de secuencia de tres nucleótidos llamado PAM que está presente en todo el genoma de una célula (definido como
el conjunto completo de material genético presente en una célula u organismo).

Se sintetiza un ARN guía para que contenga una secuencia de aproximadamente 20 nucleótidos que coincida con
una secuencia del ADN en la célula de interés. Cuando el ARN guía se agrega a la Cas9, la dirige hacia la
secuencia objetivo. La secuencia objetivo puede ser casi cualquier secuencia siempre y cuando se encuentre cerca
de un motivo PAM. Puede ser parte de la región codificante de un gen o de una secuencia reguladora que se
quiera cambiar de alguna manera.

Definitions

ADN celular: El material genético de un organismo almacenado en el núcleo de las células. Se compone de
largas secuencias de nucleótidos.

Cas9: CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats, por sus siglas en inglés) significa
repeticiones palindrómicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas, que son secuencias repetidas que se
encuentran en el ADN genómico de las bacterias. El nombre de Cas9 (CRISPR associated protein 9, por sus siglas
en inglés) proviene de proteína 9 asociada a CRISPR. Es una endonucleasa, lo que significa que es una enzima que
corta ácidos nucleicos.

ARN guía: Una secuencia de ARN que se sintetiza para que coincida con una secuencia de interés, como por
ejemplo, una secuencia dentro de un gen en particular.

PAM: PAM es la abreviatura en inglés del motivo adyacente al protoespaciador (o protospacer adjacent motif).
Por lo general, es una secuencia de tres nucleótidos que consiste de 5'-NGG-3', donde N representa a cualquier
nucleótido (A, C, G o T) seguido de dos bases de nucleótidos de guanina (G). En humanos, los motivos PAM
ocurren aproximadamente cada 50 bases o menos, lo que explica por qué se puede usar el complejo Cas9-ARN
guía para reconocer casi cualquier gen humano.

Paso 2: Unión

Una vez que se une a un motivo PAM, la Cas9 desenrolla la doble hélice del ADN. Si el ADN en esa ubicación
coincide perfectamente con una secuencia del ARN guía de aproximadamente 20 nucleótidos, el ADN y el ARN se
unirán a través del apareamiento de bases complementarias.

La Cas9 reconoce y se une a motivos PAM en el ADN de la célula. Si la secuencia de ADN se lee en dirección 5'
a 3' (5'-N-G-G-3'), el motivo está compuesto de cualquier nucleótido (designado como “N”) seguido de
dos guaninas. Este motivo de secuencia abunda en el genoma humano. Luego de unirse, la Cas9 desenrolla y separa
la doble hélice de ADN aguas arriba de PAM; en otras palabras, más cerca al extremo 5' de la cadena de ADN
en relación con PAM.



Si la secuencia de la cadena de ADN no coincide exactamente con la secuencia de 20 nucleótidos del ARN guía,
la Cas9 se desprende del ADN y éste vuelve a formar una doble hélice. Si las secuencias coinciden perfectamente,
la base del ARN guía se empareja con la secuencia complementaria de ADN y forman una hélice de ADN-ARN.

Definitions

ADN objetivo: Una secuencia de ADN que coincide con una secuencia de aproximadamente 20 nucleótidos del
ARN guía y que será el objetivo de la nucleasa Cas9.

Dominio de Cas9 que interactúa con PAM: La región de la proteína Cas9 que reconoce y se une a la secuencia
de motivo PAM.

Paso 3: Unión

El emparejamiento ADN-ARN hace que la Cas9 cambie su estructura tridimensional y comience su actividad de
nucleasa. Cas9 corta ambas cadenas de ADN en un sitio aguas arriba de PAM.

Cuando el ARN guía se alinea perfectamente con el ADN objetivo, el ARN y el ADN formarán una hélice ADN-
ARN. Este evento de unión desencadena la actividad de nucleasa, o capacidad de corte, de la Cas9, que. Esta
realiza cortes específicos en el ADN en una posición tres nucleótidos antes del sitio de PAM. Dos sitios activos
(regiones a las que las moléculas se unen para atravesar reacciones químicas) del dominio de la nucleasa de Cas9
cortan ambas cadenas de la doble hélice del ADN, lo que da como resultado una ruptura de la doble cadena del
ADN.

Definitions

Sitio de corte: La posición en la que Cas9 corta la hebra de ADN, generalmente tres nucleótidos aguas arriba del
sitio PAM.

Dominio de nucleasa de Cas9: La región de la proteína Cas9 que corta el ADN. El corte de las dos hebras de
ADN es el resultado de la acción de dos dominios diferentes de la nucleasa Cas9. Cada dominio actúa sobre una
hebra de ADN.

Paso 4: Reparación del AND

Las células contienen enzimas que reparan rupturas en ambas hebras del ADN. El proceso de reparación es, por
naturaleza, propenso a errores y dará lugar a mutaciones que pueden inactivar un gen. Poder cortar el ADN en el
lugar preciso es una de las tantas aplicaciones de la tecnología CRISPR-Cas9.

Definitions

Ruptura bicatenaria del ADN: Ocurre cuando se cortan ambas hebras de la hélice del ADN. Puede
causar mutaciones o reordenamientos del genoma si las hebras de ADN no se vuelven a unir
correctamente.

Secuencia de ADN reparada: La secuencia de ADN después de que la maquinaria celular repara la ruptura
inducida por Cas9. La secuencia es muy similar a la original pero el proceso de reparación puede resultar
en mutaciones.

Mutación: Un cambio en la secuencia de ADN

UNIÓN DE EXTREMOS NO HOMÓLOGOS



Las rupturas bicatenarias del ADN inducidas por CRISPR se pueden reparar mediante la unión de extremos
no homólogos (NHEJ, por sus siglas en inglés) o por la recombinación homóloga (HDR, por sus siglas en inglés).

NHEJ es el mecanismo de reparación más rápido y prevalente, porque la célula no usa una plantilla para unir
los extremos rotos del ADN. Sin embargo, es un proceso propenso a errores que puede introducir mutaciones en
la secuencia objetivo. Los errores son muy poco comunes, pero cuando la ruptura se repara correctamente,
Cas9 volverá a reconocer la secuencia objetivo y la cortará. Los ciclos repetidos de corte y reparación finalmente
dan como resultado una mutación. El tipo de mutación es aleatorio, pero ocurrirá precisamente dentro de la
secuencia objetivo deseada. Si la secuencia objetivo está dentro de la región codificante de un gen, es probable que
la mutación inactive ese gen.

Definitions

Inactivación del gen: Las mutaciones que inactivan un gen normalmente desactivan su expresión para que no se
produzca ninguna proteína ni resulte en una proteína no funcional.

REPARACIÓN POR RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA

El segundo tipo de mecanismo de reparación es dirigida por recombinación homóloga (HDR, por sus siglas en
inglés). Es menos propensa a errores y usa una plantilla de ADN homóloga para reparar con precisión la ruptura
(por ejemplo, de una cromátida hermana). Los científicos pueden manipular este sistema de reparación al introducir
en la célula plantillas adicionales de reparación de ADN junto con el complejo Cas9-ARN guía. La maquinaria de
reparación celular será “engañada” para que use la plantilla de reparación y arregle la ruptura mediante HDR. Al
diseñar diferentes plantillas de reparación, los científicos pueden cambiar la secuencia de ADN objetivo y
convertirla en una nueva secuencia. Estas plantillas también podrían corregir una mutación existente
reemplazándola con una secuencia de ADN sin mutaciones.

Definitions

Edición del gen: Una técnica de ingeniería genética para realizar cambios específicos en el ADN de una célula u
organismo. Las secuencias de ADN se pueden insertar, modificar o eliminar.

Plantilla de reparación del ADN: Una secuencia de ADN que brinda la homología necesaria para reparar una
ruptura bicatenaria. Se puede agregar una plantilla de reparación a una célula para insertar una nueva secuencia de
ADN en el sitio de la ruptura.

ADN cortado: ADN que se ha cortado en ambas hebras de la doble hélice, provocando una ruptura bicatenaria.

Nueva secuencia de ADN: La plantilla de reparación contiene una nueva secuencia flanqueada por segmentos de
ADN homólogos a los extremos del ADN cortado para que pueda usarse en el proceso de reparación.

Acerca CRISPR-Cas9: Mecanismo y aplicaciones

Puede que hayas escuchado de CRISPR o CRISPR-Cas9. El nombre viene del sistema CRISPR de las bacterias,
donde se descubrió y donde funciona como un tipo de sistema inmunitario. Los científicos modificaron el sistema
bacteriano y crearon una herramienta biotecnológica para editar el ADN de distintas células, además de utilizarla en
muchas otras aplicaciones. Explora este interactivo para conocer sobre los principios básicos del funcionamiento de
esta revolucionaria herramienta y la variedad de maneras en que los científicos la usan en sus investigaciones.

La visualización CÓMO FUNCIONA muestra los detalles moleculares de la aplicación más común de la herramienta
CRISPR-Cas9: cortar y editar el ADN en una ubicación precisa, usando una célula humana como ejemplo. La
visualización CÓMO SE USA consta de breves entrevistas con científicas y científicos quienes usan esta herramienta
de diversas formas, no solo para inactivar o editar genes, sino también para activar la expresión génica, etiquetar el
ADN o incluso cambiar la química de nucleótidos específicos.
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Ayuda

Navega por el interactivo desplazándote hacia arriba o hacia abajo, seleccionando los temas en la tabla de
navegación ubicados a la izquierda o usando los botones de navegación Siguiente y Anterior en la parte inferior de
la página. Selecciona el signo más (+) pulsante de color rosa para obtener más información sobre cada paso del
proceso. Haz clic en CÓMO FUNCIONA para aprender sobre el mecanismo de acción y en CÓMO SE USA para
escuchar de voz de las científicas y científicos cómo usan CRISPR en sus investigaciones.

Compatibilidad con navegadores y dispositivos

Este interactivo está optimizado para su uso en computadoras, así como en tabletas y teléfonos inteligentes
modernos. La aplicación es compatible con las versiones más recientes de los navegadores web Google Chrome,
Firefox, Microsoft Edge y Safari. Para obtener la mejor experiencia, recomendamos usar el navegador web
Google Chrome.

Retroalimentación

Si deseas hacer comentarios y sugerencias sobre este Haz clic & aprende, envía un correo electrónico a
biointeractive_espanol@hhmi.org
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