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1.INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

CRISPR/Cas es un sistema de nucleasa microbiano que constituye un mecanismo de 

defensa en bacterias y arqueas (Jansen et al., 2002). El genoma bacteriano contiene 

genes codificantes para la endonucleasa Cas y la secuencia de CRISPR (Repeticiones 

Palindrómicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas), que a su vez se 

compone de una secuencia líder y de distintas secuencias espaciadoras flanqueadas 

por elementos repetidos, generalmente palindrómicos. De los tres sistemas 

CRISPR/Cas conocidos, el tipo II es el mejor caracterizado (Jinek et al., 2012).   

Cuando un plásmido o el material genético de un virus se introduce en el citoplasma 

de una bacteria, ésta reconoce una secuencia conocida como PAM (motivo adyacente 

al protoespaciador), e incorpora los nucleótidos adyacentes al PAM como una nueva 

secuencia espaciadora. Ante una segunda infección, la bacteria es capaz de formar el 

sistema CRISPR/Cas cuyo RNA (crRNA) reconozca la secuencia exógena adyacente 

al PAM. El mecanismo de acción de CRISPR/Cas se ilustra en la Figura 1. 

 

 

Figura 1. Descripción general del mecanismo de acción CRISPR/Cas de Streptococcus thermophilus en 

tres etapas. Etapa 1: adquisición del espaciador CRISPR. Etapa 2: expresión de CRISPR. Etapa 3: inter ferencia 

CRISPR (Adaptado de Bhaya et al., 2011).  
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En los últimos años, se ha conseguido adaptar el sistema CRISPR/Cas9 para la 

edición del genoma en células de mamífero mediante la coexpresión de la nucleasa 

bacteriana Cas9 junto con un RNA guía (sgRNA), complementario a la secuencia de 

DNA que se quiere editar. En una primera etapa, el sgRNA dirige el dominio 

catalítico anterior hacia la secuencia de DNA donde se quiere realizar el corte, y 

posteriormente, se activarán en la célula los mecanismos naturales de reparación del 

DNA fragmentado (Cong et al., Science 2013). La célula es capaz de reparar dicho 

corte mediante reparación no homóloga (NHEJ, non homologous endjoining) u 

homóloga (HDR, homology directed repair). Esta última, incluye un DNA molde 

con un alto porcentaje de homología en sus extremos 5’ y 3’, características que se 

pueden aprovechar para generar modificaciones precisas y definidas en un lugar 

diana (Ran et al., 2013).  

Utilizando esta herramienta podemos dirigirnos a cualquier gen de interés, reconocer 

secuencias específicas y silenciar, reemplazar, reparar y remodelar elementos 

genómicos, lo que la convierte en una herramienta de especial interés en el ámbito de 

la Biología Molecular y la Terapia génica (Hsu et al., 2014). En 2017, se aplicó por 

primera vez la técnica CRISP/Cas9 en embriones humanos, consiguiendo eliminar 

con éxito una enfermedad hereditaria. Esta investigación se centró en la 

miocardiopatía hipertrófica, una dolencia del corazón frecuente que provoca muerte 

súbita en deportistas y personas jóvenes, y está causada por una mutación del gen 

MYBPC3. Para corregir la mutación, se aplicó la tecnología CRISPR, inyectando 

simultáneamente los espermatozoides de un hombre enfermo y una secuencia 

CRISPR con la versión correcta del gen en óvulos de mujeres sanas. Los resultados 

tuvieron una tasa de éxito del 72%, consiguiendo por primera vez un número 

sustancial de embriones totalmente viables y sin errores genéticos adicionales. El uso 

de CRISPR permitirá, entre otros, desechar menos embriones en los procesos de 

reproducción asistida (Ma et al., 2017). 

Además, CRISPR/Cas9 presenta una serie de ventajas frente a otras herramientas de 

edición genómica, como las nucleasas de dedos de zinc ZFNs (Kim et al. 1996) y la 

tecnología de TALENs (Joung and Sander, 2012), ya que es más eficiente y 

específica a la hora de localizar y modificar una secuencia, de fácil diseño e 

introducción, rápida y más económicamente rentable (Pattanayak et al., 2014). 
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Debido a su modo de actuación y eficacia, la herramienta CRISPR/Cas9 presenta 

especial interés en el estudio y la edición de polimorfismos de una sola base (SNPs) 

asociados con el riesgo a desarrollar enfermedades complejas, como la enfermedad 

celíaca (EC). La EC es una enfermedad crónica inmuno-mediada, común y la vez 

compleja, en la que se genera en el intestino delgado una respuesta inmunitaria 

mediada por células T contra los fragmentos de gliadina de las proteínas del cereal de 

trigo, centeno y cebada, lo que conduce a la atrofia de las vellosidades. Además de 

las variantes HLA de riesgo necesarias para desarrollar la enfermedad −HLA-DQ2 

y/o HLA-DQ8−, se han encontrado otros SNP en diferentes regiones del genoma que 

también contribuyen al riesgo de padecer la EC. Estudios de asociación de genoma 

completo (GWAS) y el proyecto Immunochip han identificado otros 39 loci de 

riesgo no HLA (Figura 2). Muchos de estos loci también están asociados con otras 

enfermedades autoinmunes o enfermedades crónicas inmuno-mediadas, como la 

diabetes tipo 1 y la artritis reumatoide (Trynka et al., 2011).  
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Figura 2. Diagrama de Manhattan de los loci de riesgo no HLA implicados significativamente en la EC. La 

gráfica muestra los loci de susceptib ilidad a EC identificados por el proyecto Immunochip. El gen en el que se 

centra este proyecto aparece encasillado. El eje X muestra los valores de -log10(p) de la asociación para cada 

SNP y el eje Y muestra su posición cromosómica. Los loci nuevos y conocidos están indicados en la columna de 

la derecha: los nuevos están indicados en azul y  los loci con múltiples señales de asociación están indicados 

con fondo gris. El umbral de significación está situado en p=5x10-8 (Adaptado de Trynka et al., 2011). 

 

En este estudio, nos centraremos en el SNP rs1033180 localizado en el cromosoma 

6:383546, GRCh38.p12 (Ensembl.org), el cual pertenece a una región intergénica 

próxima al gen IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4), relacionado recientemente con 

la EC (Trynka et al., 2011). En la Figura 3 se ilustra su contexto genómico.  
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Figura 3. Contexto genómico del SNP rs1033180 y del gen IRF4 en el Cromosoma 6, GRCh38.p12. El SNP 

se encuentra a aproximadamente 100 pb aguas abajo del gen IRF4 (Adaptado de Ensembl.org). 

 

El gen IRF4 codifica proteínas que pertenecen a la familia de factores de regulación 

del interferón. Estos factores son importantes en la regulación de interferones en 

respuesta a infecciones y en la regulación de genes inducibles por interferón. IRF4 es 

específico de los linfocitos T y regula negativamente la señalización de los 

receptores tipo Toll (TLR) fundamentales para la activación de los sistemas 

inmunitarios innato y adaptativo. Entre sus vías relacionadas están la señalización de 

interferón de tipo II (IFNG) y las rutas de señalización de IL-4. Las enfermedades 

asociadas con IRF4 incluyen Mieloma Múltiple y Linfoma de Colon 

(Genecards.org).  

El objetivo del presente trabajo es la aplicación de la técnica de edición genómica 

CRISPR/Cas9 en monocitos humanos, con objeto de modificar el SNP rs1033180 y 

estudiar  su influencia sobre IRF4 y así como su implicación en el desarrollo de la 

enfermedad celiaca.  

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 DISEÑO DE LAS SECUENCIAS GUÍA  

En primer lugar, se realizó el diseño de las secuencias guía (sgRNA) para su 

posterior clonación en el plásmido pX459. Las sgRNA tienen como función dirigir a 

Cas9 a la región genómica donde se quiere realizar el corte. Se utilizó la base de 

datos de polimorfismos de un único nucleótido (dbSNP), un archivo público y 

gratuito al que se puede acceder online (Ncbi.nlm.nih.gov.), y que contiene todas las 

variaciones genéticas identificadas. Como criterio de búsqueda, se introdujo el 



6 
 

código rs, el cual corresponde al número de identificación del SNP de estudio. 

Seguidamente, se obtuvieron datos de interés como la clase de variación genética, la 

frecuencia del alelo menor y la secuencia genómica de la región que flanquea el SNP 

en formato FASTA, donde además viene indicada la posición y los dos alelos del 

SNP (C/T) por una Y. 

Después, a través de la herramienta bioinformática CRISPR Design Tool 

(Tools.genome-engineering.org.) que identifica y clasifica los sitios diana adecuados 

utilizando el fragmento genómico de la región de interés, se seleccionó manualmente 

las secuencias guía mediante la identificación de una secuencia de 20 nt.  

Este proceso de búsqueda se centró en el SNP rs1033180, localizado en el 

cromosoma 6:383546, GRCh38.p12, región intergénica próxima al gen IRF4 de 

humanos, para el cual se diseñaron una secuencia guía y su complementaria. 

2.2 AMPLIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL VECTOR DE EXPRESIÓN 

pX459 

Se prepararon 250 ml de caldo Luria Bertani (LB) con ampicilina a una 

concentración de 50 µg/ml. Para ello, se  suspendieron 5 g de medio LB 

(CAT#1083.00) en 250 ml de agua milli-Q. A continuación, se mezcló y se disolvió 

con agitación y se hirvió durante un minuto hasta la disolución completa. El medio se 

esterilizó por filtración con membrana de 20 µm de poro (Atlas and Parks, 1993). 

Posteriormente, se añadieron 250 µl de un stock 1000X de ampicilina (50 mg/ml). 

A continuación, se inocularon 5 µl de un stock conservado a -80ºC de Escherichia 

coli DH5α con el plásmido pX459 (Figura 4) en 2 ml de medio LB con ampicilina 

50 µg/ml. El cultivo se  incubó a 37˚C con agitación durante 24 horas, con el fin de 

obtener cantidad suficiente de vector.  
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Figura 4. Mapa de secuencia completo para pSpCas9 (BB) -2A-Puro (pX459) V2.0. El pX459 es un vector de 

expresión de 9174 bp de longitud. Se puede digerir usando BbsI  y AgeI y contiene los genes de resistencia a la  

ampicilina y a la puromocina como marcadores de selección en bacterias y células eucariotas, respectivamente 

(Adaptado de Addgene.org). 

 

Posteriormente, se realizó la purificación del DNA plasmídico del cultivo bacteriano 

usando el kit NucleoSpin® Plasmid EasyPure de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante (Anexo 1). 

2.3. HIBRIDACIÓN Y CLONAJE DE LOS OLIGOS EN EL VECTOR pX459 

En esta fase del proyecto se realizó el clonaje de los oligos en vector pX459 

siguiendo el protocolo de Zhang Lab (Addgene.org) (Anexo 2). 
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En primer lugar, se digirió 1 µg del vector pX459 con la enzima de restricción BbSI 

durante 30 minutos a 37ºC. La mezcla contiene 10 µl de plásmido, 1 µl de BbSI, 2 µl 

de tampón de digestión 10X, y ddH2O hasta un volumen total de 20 µl.  

A continuación, se purificó el plásmido digerido mediante electroforesis en gel de 

agarosa 1% (p/v) en TAE, durante 20 min a 150V y se extrajo el DNA de la banda 

según el protocolo  QIAquick Gel Extraction. 

Seguidamente, se fosforilaron y anillaron cada par de oligos para formar un 

fragmento de doble hebra que pudiera introducirse en el vector digerido. La mezcla 

contiene 2 µl de la pareja de oligos complementarios (Forward y Reverse), 1 µl de 

enzima T4 PNK, 1 µl de tampón de T4 DNA ligasa y ddH2O hasta un volumen total 

de 10 µl. Se anillaron en un termociclador siguiendo las indicaciones del Anexo 2.  

Posteriormente, se realizó la ligación del plásmido digerido con el fragmento de 

doble hebra formado por los oligos previamente fosforilados e hibridados. La mezcla 

de ligación contiene 1 µl de plásmido pX459 digerido con BbSI (22ng), 1 µl del 

dúplex de oligos, 2 µl de tampón de ligación 10X, 1 µl de enzima ligasa y ddH2O 

hasta un volumen total de 20 µl.  

2.4. TRANSFORMACIÓN DE LAS CÉLULAS DH5α 

Una vez descongeladas las células competentes de la cepa DH5α de E.coli en hielo, 

se añadió la mezcla de ligación preparada en el apartado 2.3. La mezcla se incubó en 

hielo durante 15 min y se sumergió en un baño a 42ºC durante 30s. Después, se 

incubó en hielo durante otros 2 min. Se añadieron 300 µl de medio SOC y se incubó 

a 37ºC con agitación durante una hora. Se centrifugó a 6000 rpm durante 5 min. Se 

decantó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla. Finalmente, se sembró el 

producto de la transformación en agar LB complementado con ampicilina 50 µg/ml y 

se incubó durante la noche a 37ºC.  

2.5. SELECCIÓN DEL CLON RECOMBINANTE Y PURIFICACIÓN DEL 

VECTOR RECOMBINADO 

Se pusieron a crecer 5 colonias del cultivo en placa del apartado anterior, cada una de 

ellas en 2 ml de caldo LB con ampicilina 50 µg/ml  en un tubo estéril, siguiendo las 
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indicaciones del apartado 2.1, y se incubaron en movimiento a 37ºC durante toda la 

noche.  

Se realizó la purificación del vector usando el kit NucleoSpin® Plasmid EasyPure de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante (Anexo 1) y el DNA plasmídico 

recombinante se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm en un Nanodrop.   

2.6. DIGESTIÓN DEL PLÁSMIDO RECOMBINANTE pX459::sgIRF4 Y 

SECUENCIACIÓN 

Se digirió el vector recombinante con las enzimas de restricción Age1 y BbS1. La 

mezcla de esta digestión contiene 1 µl de plásmido, 0,5 µl de BbSI, 0,5 µl de AgeI, 2 

µl de tampón tango y ddH2O hasta un volumen de 20 µl. Se incubó a 37ºC durante 

30 min y después se corrieron las cinco muestras en un gel de agarosa al 1% (p/v) en 

TAE junto con el pX459 sin digerir, que corresponde al control y el marcador de 

pesos moleculares a 150V durante 20 minutos. Esta doble digestión enzimática con 

los enzimas de restricción BbSI y AgeI permitirá discriminar entre clones positivos, 

que serán aquellos que tengan la sgRNA integrada en el vector, y negativos (Figura 

5). 

 

 

 

 

Figura 5. Cortes del plásmido pX459 con las enzimas de restricción BbSI y AgeI para discriminar entre 

clones positivos y negativos. Los clones positivos serán aquellos que han  clonado las guías en el plásmido y 
los clones negativos los que no hayan clonado las guías. A) Esquema de una electroforesis en gel de 
agarosa. El control corresponde al plásmido pX459 sin digerir. Si el clon es positivo, se observará una única 

banda correspondiente al cor te con AgeI. Si el p lásmido no ha insertado las guías, se observarán dos bandas 
correspondientes al corte con las enzimas BbSI y AgeI. B) Esquema del plásmido con y sin guías clonadas. 
El rectángulo gris corresponde a la localización que tendrán las guías en caso de ser clonadas en el plásmido.  
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El inserto del plásmido  recombinante purificado se secuenció mediante el método de 

Sanger utilizando un cebador U6. 

2.7. TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS Y SELECCIÓN 

Una vez identificado el plásmido recombinante que contiene el inserto, se procedió a 

transfectarlo a las células U937. El modelo de línea celular U937 es utilizado para 

estudiar el comportamiento y la diferenciación de monocitos humanos. Para su 

descongelación, se depositó un vial con células previamente esterilizado con etanol 

70%, en un baño a 37º. Después, se transfirió el contenido del vial a un tubo de 

centrífuga con 9 ml de medio y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos. Se 

eliminó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con medio nuevo para cultivarlo 

en suspensión en un frasco (Lgcstandards-atcc.org) a 37ºC y 5% CO2. 

Posteriormente, se contaron las células en una cámara Bürker. Para ello, se preparó 

una muestra de 10 µl de células y 10 µl de azul tripán como marcador, que permitirá 

la observación de las U937 al microscopio óptico. Para el contaje de células, se 

introdujo 10 µl de la muestra preparada en la cámara de recuento y se observó la 

muestra al microscopio con el objetivo de 4x. Se observó que la cuadrícula de 

recuento muestra 9 cuadrados grandes, cada uno de 1 mm2, y cada cuadrado grande 

está dividido por líneas dobles en 16 cuadrados medianos, cada uno con aristas de 

0,2 mm. A continuación, se procedió al contaje con el objetivo de 40x.  

 

La concentración celular en células/µl se determinó con la Ecuación 1. (Brand.de).  

Paralelamente, se inocularon dos pocillos con 500 µl de medio Optimem, uno con 

200 ng de pX459, que permitirá observar los efectos de Cas9 y un segundo pocillo 

con 200 ng del plásmido recombinante. Se añadieron 6,5 µl de reactivo de 

transfección X-tremeGENE HP por pocillo, lo que permitirá la entrada de DNA al 

interior celular (Sigma-Aldrich), dejando actuar durante 30 minutos a temperatura 

ambiente.  
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Tras el contaje, se añadieron 105 células a los dos pocillos que contienen 500 µl de 

medio Optimem y 6,5 µl de reactivo de tranfección. Tras 24h de incubación, se 

añadió 2µg/µl de  puromicina para seleccionar las células que han recibido el vector.  

2.8. ANÁLISIS MUTACIONAL MEDIANTE PCR Y SECUENCIACIÓN 

Se diseñaron los cebadores forward y reverse necesarios para amplificar el 

fragmento la región del SNP. Para ello, se empleó la herramienta Primer-BLAST 

(Ncbi.nlm.nih.gov) a partir de la secuencia que flanquea el SNP de estudio en 

formato FASTA. El cebador forward flanqueará los primeros 400 pb y el reverse los 

últimos 400 pb de la secuencia. En cuanto a las temperaturas de fusión de los 

cebadores, se seleccionó un rango de entre 53-60ºC y una diferencia de temperatura 

máxima entre ambos de 3ºC. Los parámetros seleccionados para el diseño de 

cebadores se recogen en la Figura 6.  

 

 

Figura 6. Parámetros seleccionados en la herramienta informática Primer-BLAST para el diseño de los 

cebadores que amplifican la región que flanquea el SNP rs1033180. (Adaptado de Ncbi.nlm.nih.gov) 

 

Primer-Blast nos dio como resultado una lista de cebadores de 20 pb de longitud, de 

los cuales se seleccionó la primera pareja recogida en la Tabla 1.  
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Tabla 1. Diseño de cebadores forward y reverse.  Además del sentido, se muestra la longitud (pb), la 

temperatura de fusión (ºC) y el porcentaje de GC (Adaptado de Primer-BLAST). 

Cebador 5’-3’       pb Tm (ºC) GC (%) 

Forward GGGCCAGGCTATCACATCAG 20  60,25 60 
 

Reverse GTTCTGGGTGTGGAGTCGTC  20  60,32 60 
 

 

Los parámetros seleccionados para la PCR se recogen en la Tabla 2. La temperatura 

óptima de hibridación de los cebadores se determinó realizando una PCR en 

gradiente de temperatura de 50-70ºC, que se visualizó en gel de agarosa al 1% (p/v)  

en TAE durante 20 min a 150V. 

 

Tabla 2. Parámetros de la PCR. Se recogen el nº de ciclos, la temperatura y e l tiempo de cada uno de los tres 

procesos: desnaturalización, hibridación y amplificación.  

Nº ciclos Desnaturalización Hibridación Amplificación 

1 95ºC, 2min   

2-31 95ºC, 20s 50-70ºC, 20s 72ºC, 30s 

32   72ºC, 3min 

 

A continuación, se realizó una PCR de las células U937 con el plásmido pX459 

vacío y la de las células U937 transfectadas con el plásmido pX459::sgIRF4. Para 

ello se prepararon dos mezclas de reacción recogidas en la Tabla 3.  

 

Tabla 3. Mezclas de reacción para la PCR. El master mix contiene Taq polimerasa, tampón de reacción, 

dNTPs, MgCl2 y ddH2O. 

 
U937 IRF4 

DNA (µl) 1 1 

Cebadores 10 µM (µl) 0,5 0,5 

2X Master Mix (µl) 25 25 

H2O (µl) 25 25 

Total (µl) 51,5 51,5 
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Se cargaron los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE a 

150V durante 20 min para verificar que la PCR había funcionado. A continuación, se 

purificó el amplicón de las U937 transfectadas con el kit de purificación 

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Anexo 3) y se cuantificó 

espectrofotométricamente a 260 nm en un Nanodrop. Las muestras se secuenciaron 

mediante el método de Sanger. Se compararon las secuencias de DNA de las células 

U937 transfectadas y sin transfectar para analizar si las primeras mostraban mutación 

en la región del SNP tras la transfección.  

3. RESULTADOS 

3.1 DISEÑO DE LAS SECUENCIAS GUÍA FLANQUEANTES 

En la Figura 7 se ilustra la secuencia genómica de la región que flanquea el SNP 

rs1033180 y que se utilizó para diseñar las guías. La posición y los dos alelos (C/T) 

del SNP vienen indicados con una Y.  

 

AAAGACAGCC AGGATTCAGC CCGCCTCAGT GGAGGGCCCC ACAGCACAAA GGGACCAAGA AGGGATAGCA 

AGAGGACAGC CAGAGTGCCC ACAAGCTCGG CAGGAAGGAG GCTCACATCG CCGCGGAAGT CTCGTGATGG 

TTCTGGTAGA ATCGTCCTCT TGAAACCTTC TGCTGCCATT ATTGGGTGCT GTCCAATATG CCTTACGCAA 

AACACTGACA ATAGCATACA CCTTTCCAGA ATGCCGGCAC GCGCTGTGCA ATGCCCAAAC TGTCCCTGTG 

AGTTGAATGC CCCTGGCAGG ATGCGTGTCC ACTCCCGCAG GGCCGTGGGT GCCTCCCTTG TCTCACTCCT 

CTGCTTCAAC CCTTCCCAGA ACTCTGAAGG TTTGAGATGA AATGACTGAG CCACACCTAG TGCAGGAATG 

AGCACCAGGG CCTCTCTGCA ACGGCTGCTT AAGGGCCACA GGATAAGCAT AGTGTGGCGC CCCCAGTTAT 

TCCCTGTTTC GCTCATTGGA CCACCCTGAT AGGCTTCAGG GAGGCAGGAA CCTCCTCTAA GGCAGCAGGA 

GAGGGGTGGA TGGGGCAGCC AACAGGTGCA TCTCATGCCT CCGTGTTCTC CATAGGGAGG GAGGTGGGCT 

AAGAGGCGAG TGGGGCAGAG GCCTGGGCCA GCGTGAAGTG TCAGGAGTAA GGGGGGAGAA GACTGGAGGG 

GGCAAATCCA GGAGGCAGCT GAGGCTGCAC TGTGCAAATA CAAGCCCGGT TACGTCTGTG TAGCTTAGCT 

TCCCCAGCCC ACCTGAGCCA GAGCTGGGTC TGCCCGTGCT CCCGCTTCTA TTGACATCCA GCAACTCCAA 

ATGACCTCTC CCATCTCAAT GGGCTCATCT CCGAAGCCGA ATCTTATAGC CTGCTTCTCC TCCCCACCAG 

GCTATAGTGG GAAATCATTG AGGAAACTGG TTGAATGCAT CGCACGGCCT CTCTGGTGTC TGAGAGAAGC 

TTCATAGCCA GCAGGCTGCC CCTGGTGGGC AGGTGCCGCA TGGAGGTACC ACGCCTCCCA TGCAGCGAGT 

AAGAAGGGCA AGGAGAGCTT GTCAGGGGAG TGGGCCAGGC TATCACATCA GATGGACCAG GCCTCGCATC 

GCTCTCTGCA TCCTAAGCAA CGTCTGGACT TGAGTGCGTG GGTTTGTGGT ACTGCAATGC CACAGTACCT 

TGGGGAGCCC CCAGGCAAGC CAAGAAAGTT CTGGGAGGCC ACAGCCCTTC ACTCAAGTTC AAAGGTTCAA 

AGCAGGGATT CTGTGTCACA CTTGCGAAGG TGCCCACCCC AACAGAAGCT GTGGCTCTGC AGGACACGTG 

CGGGGTAGAC CTCTAAGGCC TTGTCCCAGT GGAAATGCCC TCCCACTTGG CCTGGGTAGC TGCTCACGCT 

TCTGAAACGG GAAAAATCAA CTGCATTCCT GAATGGGAGC CTCAGAGCAT TAGAAAAGAT AATGTTCTGA 

TTTTTTAAAG CTAAA   Y  GTATATGGAA GGAAGCTGAA AGAGGACTTT TGATGAGTCA CCTAATGTTG 

ATGTTGAAAT AAACCTAATG ACCCTCTGGC TAAAATCTGT TCTCATTTGG GAAGCACCTG AACCCTCATT 

CTCCCGCCAC TGCTCTGACC TCTGGAAAGC AAGGAGCAAA GGCACACTCA GCAGCTCCCG CTCCAAAATG 

CTCTCCCGAG TCCTCCCAAG CAGCCAGAGG ACGACTCCAC ACCCAGAACC CAGAGTGGCC TGGGAACCAG 

GCCTCAGGTT CCTGGCCCAT TTGTCATCGC CCAGGGTCCT CCTGCCAGGA ATCCCCCCAC ATCCTGCCCT 

GCCTAGAGAA GCCCAGCTCT TCCATCAAAG TTCTGCTCAA ATGTCACTGC ATGTTACGTC TTCCTCACAC 

ACTCCCACTA GCCTTACTGC ATCATGCTTG GTTTGCTGAG CTATGTGTGG GGTCTTTCCT TGCCAACCCT 

TCTTTCCCTG AGAGGTGCAA TGACCTCATA TTGAGGCTGT CCACTCCCCC ACTCCCGACC CCATCCACCA  

Figura 7. Secuencia genómica de la región que flanquea el SNP rs1033180 en formato FASTA. El SNP 

viene indicado por una Y. (Adaptado de Ncbi.nlm.nih.gov). 
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Este SNP corresponde a la sustitución de una citosina (C) por una t imina (T). La 

frecuencia alélica del alelo menor (T) es de 0,022 según el Proyecto 1000 Genomas 

(Ensembl.org). En la Figura 8 se pueden observar las frecuencias alélicas de las 

distintas poblaciones.  

 

 

Figura 8. Frecuencias alélicas del SNP rs1033180 de las distintas poblaciones (Adaptado de Ensembl.org). 

 

En la Figura 9 se recoge un esquema de la posición de las secuencias guía sobre el 

SNP rs1033180 y en la Tabla 4 las secuencias guía diseñadas. 

 

Y 

 

Figura 9. Esquema de la posición de la secuencia guía en la región del SNP rs1033180. El SNP viene 

indicado por una Y (Adaptado de Tools.genome-engineering.org). 

 

Tabla 4. Diseño de la secuencia guía (forward y reverse) para el SNP rs1033180. Se especifica las 

secuencias guía que incluye nuestro SNP. La posición del SNP en las guías aparece indicada sobre fondo negro 

(Adaptado de Tools.genome-engineering.org). 

SNP Dirección Secuencias guía 

rs1033180 Forward 

Reverse 

5’- CACCGTAAAGCTAAACGTATATGGA-3’ 

5’ - AAACTCCATATACGTTTAGCTTTAC -3’ 

 

3.2 PURIFICACIÓN DEL VECTOR pX459 Y DEL PLÁSMIDO DIGERIDO 

La concentración de DNA plasmídico purificado se midió espectrofotométricamente 

a 260 nm en un espectrofotómetro Nanodrop. Se obtuvo una concentración de DNA 

de 200 ng/µl.  

5’  3’  

sgRNA  

PAM 
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En la Figura 10 se recogen los resultados de la electroforesis en gel de agarosa al 1% 

(p/v) en TAE tras la digestión del vector pX459 con el enzima de restricción BbS1. 

La extracción de la banda de DNA permitió purificar el plásmido digerido.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La calle C corresponde al control (pX459 

vacío); la calle 1 corresponde al vector digerido con BbSI; la calle M corresponde al marcador de peso 

molecular. 

 

La concentración de DNA plasmídico digerido y purificado, medida 

espectrofotométricamente a 260 nm en un espectrofotómetro Nanodrop, fue de 22 

ng/µl. 

3.3 TRANSFORMACIÓN DE LAS CÉLULAS DH5α Y PURIFICACIÓN DEL 

PLÁSMIDO RECOMBINADO 

En la Figura 11 se muestra el crecimiento bacteriano en placa de las células 

competentes DH5α transformadas tras 24h de incubación a 37ºC. 

 

 

Figura 11. Colonias de Escherichia coli DH5α transformadas en agar LB complementado con ampicilina 

50 µg/ml tras 24h de incubación a 37ºC. 
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Plásmido sin digerir 

C 

1 M 
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Los datos obtenidos de la cuantificación del DNA plásmídico recombinante 

purificado de las colonias de E. coli DH5α se recogen en la Tabla 5.  

 

Tabla 5. Se muestran la concentración en ng/µl de DNA plasmídico recombinante purificado de cinco 

muestras. Estos resultados se midieron a 260 nm espectrofotométricamente en un Nanodrop.  

Muestra DNA plasmídico purificado (ng/µl) 

1 342,5  

2 179,6 

3 153,6 

4 240,0 

5 183,7 

 

3.4 DIGESTIÓN DEL PLÁSMIDO RECOMBINANTE pX459::sgIRF4 Y 

SECUENCIACIÓN 

Se observó la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE tras la digestión 

con los enzimas de restricción BbS1 y Age1 del plásmido recombinante (Figura 12). 

En la calle del control se observó una única banda correspondiente a pX459 sin 

digerir. En las cinco calles siguientes, se observó una única banda correspondiente al 

corte con Age1 pero no con BbS1, lo que demuestra que el vector ha insertado la 

secuencia guía en las cinco muestras. 

 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La calle C corresponde al control; las calles 

1-5 corresponden a las muestras 1-5 del plásmido recombinante digerido con Age1 y BbS1; la calle M 

corresponde al marcador de peso molecular en pb.  

 

M 

–10.0000 

–3.000 

pb 

–100 
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En la Figura 13 se muestran los resultados de la secuenciación mediante el método 

Sanger de la muestra 3, que incluye la secuencia guía.  

 

 

Figura 13. Cromatograma de secuencia de la muestra 3 por la técnica de Sanger. La secuenciación de la 

secuencia  guía se marca en azul.  

 

3.5 ANÁLISIS MUTACIONAL MEDIANTE PCR Y SECUENCIACIÓN 

Los resultados que recogen la temperatura óptima de hibridación de los cebadores 

para la PCR se ilustran en la Figura 14. Se determinó que la temperatura óptima de 

hibridación de los cebadores es de 66,6ºC. 

 

 

 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La tercera banda corresponde a la 

temperatura óptima de hibridación de 66,6ºC.  

 

Se analizó el DNA de las células U937 antes de la transfección y después de ser 

transfectadas con pX459::sgIRF4. El análisis de las secuencias mostró un 98% de 

66,6

(ºC) M 

10.000–
0 

pb 

1500– 

3.000– 
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similitud entre ellas. Las diferencias observadas se encuentran al principio de la 

secuencia y no en la región del SNP, por lo que no se observó mutación (Figura 15).   

 

 

Figura 15. Análisis  de las secuencia genómica de las células U937 antes y después de ser transfectadas 

con pX459::sgIRF4. El recuadro bordea el SNP rs1033180. (Adaptado de Ncbi.nlm.nih.gov).  

 

4. DISCUSIÓN 

En los últimos años se han realizado diversos estudios de asociación genómica, en 

los que se han identificado nuevas regiones asociadas a la EC y se han propuesto una 

larga lista de genes candidato. De entre los SNPs asociados a la EC (Trynka et al., 

2011), se seleccionó el SNP rs1033180, localizado en una región intergénica próxima 

al gen IRF4. Para conocer la implicación de este SNP en el desarrollo de la EC, se 

aplicó la técnica CRISPR/Cas9 con el objetivo de modificar la secuencia y analizar 

su implicación en la patogénesis de la EC. 

El primer paso en la edición de genes mediante la herramienta CRISPR/Cas9 es 

diseñar las secuencias guía. Debido a que los sgRNAs son los únicos responsables de 

dirigir a Cas9 a loci genómicos específicos, el diseño óptimo de sgRNA es crítico 

para los experimentos exitosos de edición de genes. La elección de la secuencia guía 
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se realizó con el objetivo de aparear las bases del sgRNA y la diana de modo que 

éstas coincidan al 100%. Algunos estudios verifican que un alto contenido en GC 

promueve una mejor hibridación mientras que un bajo contenido en estas bases así 

como un bucle de desapareamiento en la unión DNA-RNA aumentan los off-target 

(Lin et al. 2014).  

En cuanto a la clonación de las guías en el plásmido pX459, ésta resultó exitosa.  El 

crecimiento en agar LB complementado con ampicilina de las colonias de E.coli 

DH5α sugiere que éstas fueron transformadas con el plásmido pX459, el cual 

contiene los genes de resistencia a la  ampicilina como marcadores de selección en 

bacterias. Además, la digestión del plásmido recombinante con los enzimas de 

restricción BbSI y AgeI mostró una única banda en el gel de electroforesis, lo que  

implica que las guías fueron clonadas en el plásmido. El cromatograma de secuencia 

permitió determinar que las secuencias guía se clonaron correctamente en el vector y 

que las cepas de E.coli habían sido transformadas correctamente con el plásmido 

recombinante pX459::sgIRF4.  

Por otro lado, la secuenciación del DNA de las células U937 trasfectadas no mostró 

mutación en la región del SNP, por lo que la aplicación de la técnica CRISPR/Cas9 

en las condiciones utilizadas no resultó eficiente para modificar el SNP de estudio. 

Los resultados de este trabajo por tanto, no permiten determinar la influencia del 

SNP rs1033180 sobre IRF4, ni su implicación en el desarrollo de la EC.   

Es necesario considerar una serie de limitaciones importantes de este estudio. En 

primer lugar, los problemas que pueden surgir al trabajar con cultivos celulares. El 

hecho de que las células estén en continua división durante el cultivo, puede 

ocasionar el agotamiento de los nutrientes del medio, la acumulación de células 

apoptóticas o necróticas y la diferenciación celular masiva provocada por los 

contactos intercelulares. Además, las técnicas de cultivo celular necesitan unas 

estrictas condiciones de asepsia (Freshney et al., 1995). En segundo lugar, las 

limitaciones que presenta el sistema CRISPR/Cas9. Una de ellas es la necesidad de 

encontrar la secuencia PAM por Cas9. La otra limitación es la posible actividad off-

target de la herramienta (Ran et al., 2013).  
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Futuras investigaciones deberán centrarse en resolver estas cuestiones. Una de las 

posibles alternativas es trabajar con otras líneas celulares y ver cómo responden al 

proceso de la transfección. Por otro lado, para minimizar la actividad off-target se 

pueden emplear las Cas9 nickasas (Cas9n), que son proteínas de Cas9 mutantes que 

sólo producen corte en una de las hebras de DNA. Para poder editar genes con 

Cas9n, se necesitan dos sgRNA que flanqueen los extremos de la región genómica 

donde se encuentra el SNP diana para guiar a dos Cas9n diferentes (Mali et al., 

2013). Finalmente, gracias a la actividad endonucleasa de Cas9, se pueden generar 

deleciones de fragmentos grandes de DNA de doble hebra que incluyan el SNP 

diana, en lugar de mutaciones concretas (He et al., 2014). 

5. CONCLUSIONES 

En este proyecto, se diseñó una secuencia guía encima del SNP rs1033180 que fue 

clonadas de manera exitosa en el plásmido. La transfección de las células U937 con 

el plásmido pX459::sgIRF4 no causó mutación al aplicar la herramienta 

CRISPR/Cas9, por lo que no se pudo estudiar la influencia del SNP rs1033180 sobre 

IRF4 ni su implicación en el desarrollo de la enfermedad celiaca. Sería interesante 

que futuras investigaciones resolvieran las cuestiones pendientes para seguir 

avanzando en el campo de la Terapia génica.  
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