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utilizando la herramienta CRISPR/Cas9
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Introduccion. Las células CHO (provenientes del ovario
de hamster chino) son las mas utilizadas para la
produccion de proteinas recombinantes para uso
terapéutico, por su capacidad de realizar modificaciones
postraduccionales similares a las del humano, asi como
por su alta productividad (1). Para establecer una clona
celular productora estable es necesario realizar una
seleccion y caracterizacién. Durante este proceso es
posible identificar la presencia de mutaciones en el
transgén, causadas por la presion de seleccion y
amplificacion del gen a la que se someten las células (2).
Una estrategia para corregir mutaciones en el genoma de
lineas celulares es el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9,
herramienta que permite realizar cortes de doble cadena
en el genoma utilizando nucleasas programables. Esta
estrategia aprovecha los mecanismos de reparacién del
ADN, siendo de especial interés la reparacion dirigida por
recombinaciéon homologa (3). El uso de oligonucleétidos
como molde de reparacion para realizar modificaciones en
el genoma se ha utilizado recientemente con éxito,
obteniendo eficiencias mayores al 40% en lineas celulares
de mamifero (4).

En este proyecto se realiz6 la edicion de un transgén en
células CHO productoras de una proteina recombinante,
utilizando la herramienta CRISPR/Cas?9.

Metodologia. Se eligi6 un ARN guia para Cas9, el cual
fue amplificado y clonado en el vector pspCas9 BB-2A
PX458 9, que expresa Cas9 y la proteina EGFP. Este
vector fue transfectado en células CHO, junto a un
oligonucleodtido para realizar recombinacion homologa.
Posteriormente, se realizé la seleccién de las células que
expresan EGFP utilizando fluorescence-activated cell
sorting (FACS). Se extrajo ADN gendmico de las clonas
obtenidas y se amplificé una region del gen mediante
PCR. La edicién genética se corroboré mediante ensayos
de restriccion.

Resultados. Se construy6 la secuencia guia mediante
PCR y ésta fue clonada en el vector pspCas9 BB-2A
PX458 9, el cual tiene un tamafio de 9245 pb (Fig.1). Se
realiz6 la transfeccion de las células CHO con la mezcla
del vector y el oligonucledtido, seleccionando clonas
fluorescentes por la expresion de EGFP. A partir de estas
células se amplifico el transgén por PCR y se seleccioné

una clona que contiene la secuencia deseada por ensayo
de restriccion, la cual posteriormente fue secuenciada.

(179) Ndel

Agel (247)
_|Guia!
g _Ndel (551)

| g chicken B-actin promoter

hybrid intron|

7 Agel (1195)

W]
& promoter | VM ),
GRNA gy Ml

oty

ARVZ IR \

Fig. 1. Disefio In silico del producto de la clonacién del ARN guia en el
vector (Vector pspCas9 BB-22 PX458 9).

Conclusiones. La herramienta CRISPR/Cas9, dirigida
por un ARN guia permiti6 modificar la secuencia del
transgén de interés mediante recombinaciéon homologa,
usando como molde de recombinacion un oligonucleétido.
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