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1.INTRODUCCIONY OBJETIVOS

CRISPR/Cas es un sistema de nucleasa microbiano que constituye un mecanismo de
defensa en bacterias y arqueas (Jansen et al., 2002). EI genoma bacteriano contiene
genes codificantes para la endonucleasa Cas y la secuencia de CRISPR (Repeticiones
Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas), que a su vez se
compone de una secuencia lider y de distintas secuencias espaciadoras flanqueadas
por elementos repetidos, generalmente palindrémicos. De los tres sistemas
CRISPR/Cas conocidos, el tipo Il es el mejor caracterizado (Jinek et al., 2012).
Cuando un plasmido 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 nucleétidos adyacentes al PAM como una nueva
secuencia espaciadora. Ante una segunda infeccion, la bacteria es capaz de formar el
sistema CRISPR/Cas cuyo RNA (crRNA) reconozca la secuencia exdgena adyacente

al PAM. El mecanismo de accién de CRISPR/Cas se ilustra en la Figura 1.
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Figura 1. Descripcion general del mecanismo de accion CRISPR/Cas de Streptococcus thermophilus en
tres etapas. Etapa 1: adquisicion del espaciador CRISPR. Etapa 2: expresion de CRISPR. Efapa 3: interferencia
CRISPR (Adaptado de Bhaya et al., 2011).



En los ultimos afios, se ha conseguido adaptar el sistema CRISPR/Cas9 para la
edicion del genoma en células de mamifero mediante la coexpresion de la nucleasa
bacteriana Cas9 junto con un RNA guia (sSgRNA), complementario a la secuencia de
DNA que se quiere editar. En una primera etapa, el sgRNA dirige el dominio
catalitico anterior hacia la secuencia de DNA donde se quiere realizar el corte, y
posteriormente, se activaran en la célula los mecanismos naturales de reparacién del
DNA fragmentado (Cong et al., Science 2013). La célula es capaz de reparar dicho
corte mediante reparacibn no homdloga (NHEJ, non homologous endjoining) u
homologa (HDR, homology directed repair). Esta Gltima, incluye un DNA molde
con un alto porcentaje de homologia en sus extremos 5’ y 3°, caracteristicas que se
pueden aprovechar para generar modificaciones precisas y definidas en un lugar
diana (Ran etal., 2013).

Utilizando esta herramienta podemos dirigirnos a cualquier gen de interés, reconocer
secuencias especificas y silenciar, reemplazar, reparar y remodelar elementos
gendmicos, lo que la convierte en una herramienta de especial interés en el ambito de
la Biologia Molecular y la Terapia génica (Hsu et al., 2014). En 2017, se aplico por
primera vez la técnica CRISP/Cas9 en embriones humanos, consiguiendo eliminar
con éxito una enfermedad hereditaria. Esta investigacion se centro en la
miocardiopatia hipertrofica, una dolencia del corazdn frecuente que provoca muerte
stbita en deportistas y personas jovenes, y esta causada por una mutacién del gen
MYBPC3. Para corregir la mutacién, se aplicé la tecnologia CRISPR, inyectando
simultaneamente los espermatozoides de un hombre enfermo y una secuencia
CRISPR con la versidn correcta del gen en dvulos de mujeres sanas. Los resultados
tuvieron una tasa de éxito del 72%, consiguiendo por primera vez un ndmero
sustancial de embriones totalmente viables y sin errores genéticos adicionales. El uso
de CRISPR permitira, entre otros, desechar menos embriones en los procesos de

reproduccion asistida (Ma et al., 2017).

Ademés, CRISPR/Cas9 presenta una serie de ventajas frente a otras herramientas de
edicion gendmica, como las nucleasas de dedos de zinc ZFNs (Kimet al. 1996) y la
tecnologia de TALENs (Joung and Sander, 2012), ya que es mas eficiente y
especifica a la hora de localizar y modificar una secuencia, de fécil disefio e

introduccion, rapida y mas econémicamente rentable (Pattanayak et al., 2014).



Debido a su modo de actuacion y eficacia, la herramienta CRISPR/Cas9 presenta
especial interés en el estudio y la edicion de polimorfismos de una sola base (SNPs)
asociados con el riesgo a desarrollar enfermedades complejas, como la enfermedad
celiaca (EC). La EC es una enfermedad crénica inmuno-mediada, comuin 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 proteinas del cereal de
trigo, centeno y cebada, lo que conduce a la atrofia de las vellosidades. Ademas de
las variantes HLA de riesgo necesarias para desarrollar la enfermedad —HLA-DQ2
ylo HLA-DQ8-, se han encontrado otros SNP en diferentes regiones del genoma que
también contribuyen al riesgo de padecer la EC. Estudios de asociacién de genoma
completo (GWAS) y el proyecto Immunochip han identificado otros 39 loci de
riesgo no HLA (Figura 2). Muchos de estos loci también estdn asociados con otras
enfermedades autoinmunes o enfermedades cronicas inmuno-mediadas, como la

diabetes tipo 1y 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
grafica muestra los loci de susceptbilidad a EC identficados por el proyecto Immunochip. El gen en el que se
cenfra este proyecto aparece encasillado. El eje X muestra los valores de -log1o(p) de la asociacion para cada
SNP'y el eje Y muestra su posicion cromosdmica. Los locinuevos y conocidos estan indicados en la columna de
la derecha: los nuevos estan indicados en azul y los loci con multiples sefiales de asociacién estan indicados
con fondo gris. El umbral de significacion esta situado en p=5x10® (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 region intergénica
proxima al gen IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4), relacionado recientemente con
la EC (Trynka etal., 2011). En la Figura 3 se ilustra su contexto gendémico.
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Figura 3. Contexto genémico del SNP rs1033180 y del gen IRF4 en el Cromosoma 6, GRCh38.p12. EI SNP
se encuentra a aproximadamente 100 pb aguas abajo del gen IRF4 (Adaptado de Ensembl.org).

El gen IRF4 codifica proteinas que pertenecen a la familia de factores de regulacién
del interferén. Estos factores son importantes en la regulacion de interferones en
respuesta a infecciones y en la regulacion de genes inducibles por interferon. IRF4 es
especifico de los linfocitos T y regula negativamente la sefializacion de los
receptores tipo Toll (TLR) fundamentales para la activaciéon de los sistemas
inmunitarios innato y adaptativo. Entre sus vias relacionadas estan la sefializacion de
interferon de tipo Il (IFNG) y las rutas de sefializacion de IL-4. Las enfermedades
asociadas con IRF4 incluyen Mieloma Mdltiple y Linfoma de Colon

(Genecards.org).

El objetivo del presente trabajo es la aplicacion de la técnica de edicion gendmica
CRISPR/Cas9 en monocitos humanos, con objeto de modificar el SNP rs1033180 y
estudiar su influencia sobre IRF4 y asi como su implicacion en el desarrollo de la

enfermedad celiaca.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 DISENO DE LAS SECUENCIAS GUIA

En primer lugar, se realizd el disefio de las secuencias guia (SgRNA) para su
posterior clonacion en el plasmido pX459. Las sgRNA tienen como funcion dirigir a
Cas9 a la region gendmica donde se quiere realizar el corte. Se utiliz6 la base de
datos de polimorfismos de un dnico nucledtido (dbSNP), un archivo pudblico y
gratuito al que se puede acceder online (Ncbi.nlm.nih.gov.), y que contiene todas las

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



codigo rs, el cual corresponde al nimero de identificacion del SNP de estudio.
Seguidamente, se obtuvieron datos de interés como la clase de variacion genética, la
frecuencia del alelo menor y la secuencia gendmica de la region que flanquea el SNP
en formato FASTA, donde ademas viene indicada la posicion y los dos alelos del
SNP (C/T) poruna Y.

Después, a través de la herramienta bioinformatica CRISPR Design Tool
(Tools.genome-engineering.org.) que identifica y clasifica los sitios diana adecuados
utilizando el fragmento gendémico de la region de interés, se seleccioné manualmente

las secuencias guia mediante la identificacion de una secuencia de 20 nt.

Este proceso de busqueda se centr6 en el SNP rs1033180, localizado en el
cromosoma 6:383546, GRCh38.p12, region intergenica proxima al gen IRF4 de

humanos, para el cual se disefiaron una secuencia guia y su complementaria.

2.2 AMPLIFICACION Y PURIFICACION DEL VECTOR DE EXPRESION
pX459

Se prepararon 250 ml de caldo Luria Bertani (LB) con ampicilina a una
concentracion de 50 pg/ml. Para ello, se suspendieron 5 g de medio LB
(CAT#1083.00) en 250 ml de agua milli-Q. A continuacion, se mezcld y se disolvio
con agitacion y se hirvid durante un minuto hasta la disolucion completa. EI medio se
esterilizo por filtracion con membrana de 20 um de poro (Atlas and Parks, 1993).

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

A continuacién, se inocularon 5 pl de un stock conservado a -80°C de Escherichia
coli DH5a con el plasmido pX459 (Figura 4) en 2 ml de medio LB con ampicilina
50 pg/ml. El cultivo se incub6 a 37°C con agitacion 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
expresion de 9174 bp de longitud. Se puede digerir usando Bbsl y Agel y confiene los genes de resistencia a la
ampicilina y a la puromocina como marcadores de seleccién en bacterias y células eucariotas, respectivamente
(Adaptado de Addgene.org).

Posteriormente, se realizo la purificacion del DNA plasmidico del cultivo bacteriano
usando el kit NucleoSpin® Plasmid EasyPure de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Anexo 1).

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

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

siguiendo el protocolo de Zhang Lab (Addgene.org) (Anexo 2).



En primer lugar, se digirié 1 pg del vector pX459 con la enzima de restriccion BbSlI
durante 30 minutos a 37°C. La mezcla contiene 10 pl de plasmido, 1 pl de BbSI, 2 pl
de tampdn de digestion 10X, y ddH-0 hasta un volumen total de 20 .

A continuacién, se purifico el plasmido 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
segun 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 pl de la pareja de oligos complementarios (Forward y Reverse), 1 pl de
enzima T4 PNK, 1 pl de tamp6n de T4 DNA ligasa y ddH20 hasta un volumen total

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

Posteriormente, se realizd la ligacion del plasmido digerido con el fragmento de
doble hebra formado por los oligos previamente fosforilados e hibridados. La mezcla
de ligacion contiene 1 pl de plasmido pX459 digerido con BbSI (22ng), 1 wl del
duplex de oligos, 2 pl de tampon de ligacion 10X, 1 pl de enzima ligasa y ddH2.0
hasta un volumen total de 20 pl.

2.4. TRANSFORMACION DE LAS CELULAS DH5a

Una vez descongeladas las células competentes de la cepa DH5a de E.coli en hielo,
se afiadid la mezcla de ligacion preparada en el apartado 2.3. La mezcla se incub6 en
hielo durante 15 min y se sumergio en un bafio a 42°C durante 30s. Después, se
incub6 en hielo durante otros 2 min. Se afiadieron 300 pl de medio SOC vy se incubd
a 37°C con agitacion durante una hora. Se centrifug6 a 6000 rpm durante 5 min. Se
decantd el sobrenadante y se resuspendid la pastilla. Finalmente, se sembrd el
producto de la transformacién enagar LB complementado conampicilina 50 pg/mly

se incubd durante la noche a 37°C.

2.5. SELECCION DEL CLON RECOMBINANTE Y PURIFICACION 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 pg/ml en un tubo estéril, siguiendo las



indicaciones del apartado 2.1, y se incubaron en movimiento a 37°C durante toda la

noche.

Se realizé la purificacion del vector usando el kit NucleoSpin® Plasmid EasyPure de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Anexo 1) y el DNA plasmidico

recombinante se cuantificO por espectrofotometria a 260 nm en un Nanodrop.

2.6. DIGESTION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE pX459::sgIRF4 Y
SECUENCIACION

Se digirié el vector recombinante con las enzimas de restriccion Agel y BbS1. La
mezcla de esta digestion contiene 1 pl de plasmido, 0,5 ul de BbSI, 0,5 ul de Agel, 2
pl de tampdn tango y ddH20 hasta un volumen de 20 pl. Se incub6 a 37°C 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 digestion enzimatica con
los enzimas de restriccion BbSI y Agel permitird discriminar entre clones positivos,
que seran aquellos que tengan la sgRNA integrada en el vector, y negativos (Figura
5).

(A (B)

BbSI BbSI
b M Control  Agel Agel Clon + Clon -
92 | — - U6 U6 ppsi
g —
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0,1 S e
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Figura 5. Cortes del plasmido pX459 con las enzimas de restriccion BbSI'y Agel para discriminar entre
clones positivos y negativos. Los clones positivos seran aquellos que han clonado las guias en el plasmido y
los clones negafivos los que no hayan clonado las guias. A) Esquema de una electroforesis en gel de
agarosa. El control corresponde al plasmido pX459 sin digerir. Si el clon es positivo, se observara una Unica
banda correspondiente al corte con Agel. Si el plasmido no ha insertado las guias, se observaran dos bandas
correspondientes al corte con las enzimas BbS/y Agel. B) Esquema del plasmido con y sin guias clonadas.
El rectingulo gris corresponde a la localizacién que tendran las guias en caso de ser clonadas en el plasmido.
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El inserto del plasmido recombinante purificado se secuencié mediante el método de

Sanger utilizando un cebador U6.
2.7. TRANSFECCION DE CELULAS Y SELECCION

Una vez identificado el plasmido recombinante que contiene el inserto, se procedio a
transfectarlo a las células U937. El modelo de linea celular U937 es utilizado para
estudiar el comportamiento y la diferenciacion de monocitos humanos. Para su
descongelacion, se depositdo un vial con células previamente esterilizado con etanol
70%, en un bafio a 37°. Después, se transfirié el contenido del vial a un tubo de
centrifuga con 9 ml de medio y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y se resuspendio la pastilla con medio nuevo para cultivarlo

en suspension en un frasco (Lgcstandards-atcc.org) a 37°C y 5% COo.

Posteriormente, se contaron las células en una cAmara Burker. Para ello, se prepard
una muestra de 10 pl de células y 10 pl de azul tripan como marcador, que permitira
la observacion de las U937 al microscopio Optico. Para el contaje de células, se
introdujo 10 pl de la muestra preparada en la camara de recuento y se observo la
muestra al microscopio con el objetivo de 4x. Se observd que la cuadricula de
recuento muestra 9 cuadrados grandes, cada uno de 1 mm?, y cada cuadrado grande
esta dividido por lineas dobles en 16 cuadrados medianos, cada uno con aristas de

0,2 mm. A continuacion, se procedié al contaje con el objetivo de 40x.

(1)

EéIHIﬂSX ;= n? células contadas (cuadrante 1+2)
L

superf.cont.(mm®)xprofundidad cimara (mm)xdilucién

La concentracion celular en células/pl se determind con la Ecuacion 1. (Brand.de).

Paralelamente, se inocularon dos pocillos con 500 ul de medio Optimem, uno con
200 ng de pX459, que permitira observar los efectos de Cas9 y un segundo pocillo
con 200 ng del plasmido recombinante. Se afiadieron 6,5 upl de reactivo de
transfeccion X-tremeGENE HP por pocillo, lo que permitird 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 afiadieron 10° células a los dos pocillos que contienen 500 pl de
medio Optimem y 6,5 pl de reactivo de tranfeccion. Tras 24h de incubacion, se

afiadid 2ug/Wl de puromicina para seleccionar las células que han recibido el vector.
2.8. ANALISIS MUTACIONAL MEDIANTE PCR Y SECUENCIACION

Se disefiaron los cebadores forward y reverse necesarios para amplificar el
fragmento la region del SNP. Para ello, se empleé 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 flanqueara los primeros 400 pb y el reverse los
Gltimos 400 pb de la secuencia. En cuanto a las temperaturas de fusién de los
cebadores, se selecciond un rango de entre 53-60°C y una diferencia de temperatura
maxima entre ambos de 3°C. Los parametros seleccionados para el disefio de

cebadores se recogen en la Figura 6.

2Bl Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template {(using Primer3 and BLAST).
Resetpage Save search parameters Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range

From To
Forward primer 1 400| @ Clear
C56G) - =
b o | Reverse primer 600 1000
Or, upload FASTA file
Seleccionar archive |Ningun archivo seleccionado
Primer Parameters
Use my own forward primer Y cl
(5>3"on plus strand) @ e
Use my own reverse primer , cl
(5'>3' on minus strand) o e
Min Max
PCR product size 500 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 570 60.0 63.0 3 2]
Tm) .

Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR templaie input is required for options in the section &)

Exon junction span No preference Ti@
Exon junction match Exon at 5" side  Exon at 3" side

7 4

Minimal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3 side of the junction g)
Intron inclusion Frimer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA (&)
Intron length range Min Max

Figura 6. Parametros seleccionados en la herramienta informatica Primer-BLAST para el disefio de los

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

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

los cuales se selecciond la primera pareja recogida en la Tabla 1.
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Tabla 1. Disefio de cebadores forward y reverse. Ademas del senfido, se muestra la longitud (pb), la
temperatura de fusion (°C) y el porcentaje de GC (Adaptado de Primer-BLAST).

Cebador 5.3’ pb Tm (°C)  GC (%)
Forward GGGCCAGGCTATCACATCAG 20 6025 60
Reverse GTTCTGGGTGTGGAGTCGTC 20 6032 60

Los parametros seleccionados para la PCR se recogenen la Tabla 2. La temperatura
Optima de hibridacion de los cebadores se determind realizando una PCR en
gradiente de temperatura de 50-70°C, que se visualizd en gel de agarosa al 1% (p/v)
en TAE durante 20 min a 150V.

Tabla 2. Parametros de la PCR. Se recogen el n° de ciclos, la temperatura y el iempo de cada uno de los tres
procesos; desnaturalizacién, hibridacion y amplificacion.

N° ciclos Desnaturalizacion Hibridacion Amplificacion
1 95°C, 2min
2-31 95°C, 20s 50-70°C, 20s 72°C, 30s
32 72°C, 3min

A continuacion, se realizd6 una PCR de las células U937 con el plasmido pX459
vacio y la de las células U937 transfectadas con el plasmido pX459::sgIRF4. Para

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

Tabla 3. Mezclas de reaccion para la PCR. El master mix contiene Taq polimerasa, tampdn de reaccion,
dNTPs, MgClz y ddH20.

U937 IRF4
DNA (ul) 1 1
Cebadores 10 uM (pl) 0,5 0,5
2X Master Mix (pl) 25 25
H20 (pl) 25 25

Total (pl) 515 515
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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 habia funcionado. A continuacién, se
purifico el amplicon de las U937 transfectadas con el kit de purificacién
NucleoSpin®  Gel PCR Clean-up 3) vy

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

and (Anexo se cuantifico

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 mutacion

en la region del SNP tras la transfeccion.

3. RESULTADOS

3.1 DISENO DE LAS SECUENCIAS GUIA FLANQUEANTES

En la Figura 7 se ilustra la secuencia genémica de la region que flanquea el SNP

rs1033180 y que se utilizd para disefiar las guias. La posicion y los dos alelos (C/T)

del SNP vienen indicados con una Y.

AAAGACAGCC
AGAGGACAGC
TTCTGGTAGA
AACACTGACA
AGTTGAATGC
CTGCTTCAAC
AGCACCAGGG
TCCCTGTTTC
GAGGGGTGGA
AAGAGGCGAG
GGCAAATCCA
TCCCCAGCCC
ATGACCTCTC
GCTATAGTGG
TTCATAGCCA
AAGAAGGGCA
GCTCTCTGCA
TGGGGAGCCC
AGCAGGGATT
CGGGGTAGAC
TCTGAAACGG
TTTTTTAAAG
ATGTTGAAAT
CTCCCGCCAC
CTCTCCCGAG
GCCTCAGGTT
GCCTAGAGAA
ACTCCCACTA
TCTTTCCCTG

Figura7. Secuenciagenomica de la region que flanquea el SNP rs1033180 en formato FASTA. EI SNP
viene indicado por una Y. (Adaptado de Ncbi.nlm.nih.gov).

AGGATTCAGC
CAGAGTGCCC
ATCGTCCTCT
ATAGCATACA
CCCTGGCAGG
CCTTCCCAGA
CCTCTCTGCA
GCTCATTGGA
TGGGGCAGCC
TGGGGCAGAG
GGAGGCAGCT
ACCTGAGCCA
CCATCTCAAT
GAAATCATTG
GCAGGCTGCC
AGGAGAGCTT
TCCTAAGCAA
CCAGGCAAGC
CTGTGTCACA
CTCTAAGGCC
GAAAAATCAA
CTAAA III
AAACCTAATG
TGCTCTGACC
TCCTCCCAAG
CCTGGCCCAT
GCCCAGCTCT
GCCTTACTGC
AGAGGTGCAA

CCGCCTCAGT
ACAAGCTCGG
TGAAACCTTC
CCTTTCCAGA
ATGCGTGTCC
ACTCTGAAGG
ACGGCTGCTT
CCACCCTGAT
AACAGGTGCA
GCCTGGGCCA
GAGGCTGCAC
GAGCTGGGTC
GGGCTCATCT
AGGAAACTGG
CCTGGTGGGC
GTCAGGGGAG
CGTCTGGACT
CAAGAAAGTT
CTTGCGAAGG
TTGTCCCAGT
CTGCATTCCT
GTATATGGAA
ACCCTCTGGC
TCTGGAAAGC
CAGCCAGAGG
TTGTCATCGC
TCCATCAAAG
ATCATGCTTG
TGACCTCATA

GGAGGGCCCC
CAGGAAGGAG
TGCTGCCATT
ATGCCGGCAC
ACTCCCGCAG
TTTGAGATGA
AAGGGCCACA
AGGCTTCAGG
TCTCATGCCT
GCGTGAAGTG
TGTGCAAATA
TGCCCGTGCT
CCGAAGCCGA
TTGAATGCAT
AGGTGCCGCA
TGGGCCAGGC
TGAGTGCGTG
CTGGGAGGCC
TGCCCACCCC
GGAAATGCCC
GAATGGGAGC
GGAAGCTGAA
TAAAATCTGT
AAGGAGCAAA
ACGACTCCAC
CCAGGGTCCT
TTCTGCTCAA
GTTTGCTGAG
TTGAGGCTGT

ACAGCACAAA
GCTCACATCG
ATTGGGTGCT
GCGCTGTGCA
GGCCGTGGGT
AATGACTGAG
GGATAAGCAT
GAGGCAGGAA
CCGTGTTCTC
TCAGGAGTAA
CAAGCCCGGT
CCCGCTTCTA
ATCTTATAGC
CGCACGGCCT
TGGAGGTACC
TATCACATCA
GGTTTGTGGT
ACAGCCCTTC
AACAGAAGCT
TCCCACTTGG
CTCAGAGCAT
AGAGGACTTT
TCTCATTTGG
GGCACACTCA
ACCCAGAACC
CCTGCCAGGA
ATGTCACTGC
CTATGTGTIGG
CCACTCCCCC

GGGACCAAGA
CCGCGGAAGT
GTCCAATATG
ATGCCCAAAC
GCCTCCCTTG
CCACACCTAG
AGTGTGGCGC
CCTCCTCTAA
CATAGGGAGG
GGGGGGAGAA
TACGTCTIGTG
TTGACATCCA
CTGCTTCTCC
CTCTGGIGTC
ACGCCTCCCA
GATGGACCAG
ACTGCAATGC
ACTCAAGTTC
GTGGCTCTGC
CCTGGGTAGC
TAGAAAAGAT
TGATGAGTCA
GAAGCACCTG
GCAGCTCCCG
CAGAGTGGCC
ATCCCCCCAC
ATGTTACGTC
GGTCTTTCCT
ACTCCCGACC

AGGGATAGCA
CTCGTGATGG
CCTTACGCAA
TGTCCCTGTG
TCTCACTCCT
TGCAGGAATG
CCCCAGTTAT
GGCAGCAGGA
GAGGTGGGCT
GACTGGAGGG
TAGCTTAGCT
GCAACTCCAA
TCCCCACCAG
TGAGAGAAGC
TGCAGCGAGT
GCCTCGCATC
CACAGTACCT
AAAGGTTCAA
AGGACACGTG
TGCTCACGCT
AATGTTCTGA
CCTAATGTITG
AACCCTCATT
CTCCAAAATG
TGGGAACCAG
ATCCTGCCCT
TTCCTCACAC
TGCCAACCCT
CCATCCACCA
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Este SNP corresponde a la sustitucion de una citosina (C) por una timina (T). La
frecuencia alélica del alelo menor (T) es de 0,022 segun el Proyecto 1000 Genomas
(Ensembl.org). En la Figura 8 se pueden observar las frecuencias alélicas de las

distintas poblaciones.

ALL
[ ’ ’
» C: 98% » C:100% » C:06% . C 100% » C:02% » C:100%
* T.2% * T 0% » T 4% - * T 8% * T 0%

Figura 8. Frecuencias alélicas del SNPrs1033180 de las distintas poblaciones (Adaptado de Ensembl.org).

(AFR

En la Figura 9 se recoge un esquema de la posicion de las secuencias guia sobre el

SNPrs1033180 y en la Tabla 4 las secuencias guia disefiadas.

5 Y 3 PAM
>
sgRNA

Figura 9. Esquema de la posicion de la secuencia guia en la region del SNP rs1033180. El SNP viene
indicado por una Y (Adaptado de Tools.genome-engineering.org).

Tabla 4. Disefio de la secuencia guia (forward y reverse) para el SNP rs1033180. Se especifica las
secuencias guia que incluye nuestro SNP. La posicidn del SNP en las guias aparece indicada sobre fondo negro
(Adaptado de Tools.genome-engineering.org).

SNP Direccion Secuencias guia
rs1033180 Forward 5- CACCGTAAAGCTAAAEGTATATGGA-3'
Reverse 5' - AAACTCCATATAC[ETTTAGCTTTAC -3

3.2 PURIFICACION DEL VECTOR pX459 Y DEL PLASMIDO DIGERIDO

La concentracion de DNA plasmidico purificado se midié espectrofotométricamente
a 260 nm en un espectrofotometro Nanodrop. Se obtuvo una concentracion de DNA
de 200 ng/pll.
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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 digestion del vector pX459 con el enzima de restriccién BbS1.

La extraccién de la banda de DNA permitié purificar el plasmido digerido.

b
Plasmido digerido —10.000
Plasmido sin digerir —3.000
—100

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La calle C corresponde al control (pX459
vacio); la calle 1 corresponde al vector digerido con BbSI; la calle M corresponde al marcador de peso
molecular.

La concentracion de DNA plasmidico digerido y purificado, medida

espectrofotométricamente a 260 nm en un espectrofotometro Nanodrop, fue de 22
ng/pl.

3.3 TRANSFORMACION DE LAS CELULAS DH5a Y PURIFICACION DEL
PLASMIDO RECOMBINADO

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

competentes DH50, transformadas tras 24h de incubacion a 37°C.

Figura 11. Colonias de Escherichia coli DH5a transformadas en agar LB complementado con ampicilina
50 pg/ml tras 24h de incubacion a 37°C.
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Los datos obtenidos de la cuantificacion del DNA plasmidico recombinante

purificado de las colonias de E. coli DH5a se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Se muestran la concentracion en ng/pl de DNA plasmidico recombinante purificado de cinco
muestras. Estos resultados se midieron a 260 nm espectrofotométricamente en un Nanodrop.

Muestra DNA plasmidico purificado (ng/pl)
1 3425
2 179,6
3 153,6
4 240,0
5 183,7

3.4 DIGESTION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE pX459::sgIRF4 Y
SECUENCIACION

Se observd la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE tras la digestion
con los enzimas de restriccion BbS1 y Agel del plasmido recombinante (Figura 12).
En la calle del control se observé una Unica banda correspondiente a pX459 sin
digerir. En las cinco calles siguientes, se observd una unica banda correspondiente al
corte con Agel pero no con BbS1, lo que demuestra que el vector ha insertado la

secuencia guia en las cinco muestras.

c 1 2 3 4 5 M pb

vWSsess |
< b ! 10.0000
-~ | —3.000

—100

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La calle C corresponde al confrol; las calles
1-5 corresponden a las muestras 1-5 del plasmido recombinante digerido con Age? y BbS7; la calle M

corresponde al marcador de peso molecular en pb.
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En la Figura 13 se muestran los resultados de la secuenciacion mediante el método

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

Selected: 46 .. 70 = 25 bases
AA GGAC GAAA CACCG TAAAGCTAAACG TATATGG AGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTC

Figura 13. Cromatograma de secuencia de la muestra 3 por la técnica de Sanger. La secuenciacién de la
secuencia guia se marca en azul.

3.5 ANALISIS MUTACIONAL MEDIANTE PCR Y SECUENCIACION

Los resultados que recogen la temperatura 6ptima de hibridacion de los cebadores
para la PCR se ilustran en la Figura 14. Se determind que la temperatura optima de

hibridacion de los cebadores es de 66,6°C.

66,6
pb M (°C)
10.000— | ¥
3.000— | =
1500— | v —
: — —
-

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE. La tercera banda corresponde a la
temperatura dptima de hibridacion de 66,6°C.

Se analiz6 el DNA de las células U937 antes de la transfeccion y después de ser

transfectadas con pX459::sglRF4. El analisis de las secuencias mostré un 98% de
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similitud entre ellas. Las diferencias observadas se encuentran al principio de la

secuencia y no en la regién del SNP, por lo que no se observd mutacién (Figura 15).

Sequence ID: Query_115477 Length: 807 Number of Matches: 1

Range 1: 140 to 562 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
734 bits(397) 0.0 415/423(98%) 4/423(0%) Plus/Plus
e e T O I T T >
Sbjct 140 CCCAGGCAAGCCAAGAAAGTTCTGGGAGGCCACAGCCCTTCACTCAAGTTCAAAGGTTC 199
Query 59  AAGCAGGGATTCTGTGTCACACTTGCGAAGGTGCCCACCCCAACAGAAGCTGTGGCTCTG 118
. \IHIIHH\HIIIHII\HH|\IIHI\|\I\IIHIIHIHIHIIHHHI
Sbjct 288 AAGCAGGGATTCTGTGTCACACTTGCGAAGGTGCCCACCCCAACAGAAGCTGTGGCTCT! 259
e T DTy
Sbjct 260 CAGGACACGTGCGGGGTAGACCTCTAAGGCCTTGTCCCAGTGGAAATGCCCTCCCACTTG 319
Query 179 GCCTGGGTAGCTGCTCACGCTTCTGAAACGGGAARAATCAACTGCATTCCTGAATGGGAG 238
- \HIII\I\I\HIII\IIHHH|\II|\I\I\I\III\IIHHIIIHIHHHI
Sbjct 320 GCCTGGG CTGCTCACGC GAAACGGGAAAAA TCCTGAATGGGA: 379
Query 239 CCTCAGA TTCTGATTTTTTA TATATGGAAGGA 298
. \IHIHI\IHHII\IIHHHIHIHIHHHII\IIH \ [TTLLTETLIT
Sbjct 388 CCTCAGAGCATTAGAAAAGATAATGTTCTGATTTTTTAAAGC TATATGGAAGGA 439
Query 299 AGCTGAAAGAGGACTTTTGATGAGTCACCTAATGTTGATGT AACCTAAT 358
- \IHIIHH\HIIIHII\HH|\IIHI\|\I\IIHIIHIHIHIIHHHI
Shbjct 440 AGCTGAAAGAGGACTTTTGATGAGTCACCTAATGTTGATGTTGAAATAAACCTAATGA 499
e ity Ry Ny
Sbject 588 CTC CTAAAMATCTGTTCTCATTTGGGAAGCACCTGAACCCTCATTCTCCCGCCACTGE 559
Query 419 T%T 421
Sbjct 568 TCT 562

Figura 15. Anélisis de las secuencia genémica de las células U937 antes y después de ser transfectadas
con pX459::sg/RF4. El recuadro bordea el SNP rs1033180. (Adaptado de Ncbi.nlm.nih.gov).

4. DISCUSION

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios de asociacidn gendmica, 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 selecciono6 el SNP rs1033180, localizado en una region intergénica proxima
al gen IRF4. Para conocer la implicacién de este SNP en el desarrollo de la EC, se
aplico la técnica CRISPR/Cas9 con el objetivo de modificar la secuencia y analizar

su implicacién en la patogénesis de la EC.

El primer paso en la edicion de genes mediante la herramienta CRISPR/Cas9 es
disefiar las secuencias guia. Debido a que los sgRNAs son los Unicos responsables de
dirigir a Cas9 a loci gendmicos especificos, el disefio optimo de sgRNA es critico

para los experimentos exitosos de edicion de genes. La eleccidn de la secuencia guia
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se realiz con el objetivo de aparear las bases del sgRNA vy la diana de modo que
éstas coincidan al 100%. Algunos estudios verifican que un alto contenido en GC
promueve una mejor hibridacién mientras que un bajo contenido en estas bases asi
como un bucle de desapareamiento en la union DNA-RNA aumentan los off-target
(Lin etal. 2014).

En cuanto a la clonacion de las guias en el plasmido pX459, ésta resulté exitosa. El
crecimiento en agar LB complementado con ampicilina de las colonias de E.coli
DHS5a sugiere que éstas fueron transformadas con el plasmido pX459, el cual
contiene los genes de resistencia a la ampicilina como marcadores de seleccion en
bacterias. Ademas, la digestion del plasmido recombinante con los enzimas de
restriccion BbSI y Agel mostré una unica banda en el gel de electroforesis, lo que
implica que las guias fueron clonadas en el plasmido. EI cromatograma de secuencia
permitié determinar que las secuencias guia se clonaron correctamente en el vector y
que las cepas de E.coli habian sido transformadas correctamente con el plasmido
recombinante pX459:sglRF4.

Por otro lado, la secuenciacion del DNA de las células U937 trasfectadas no mostro
mutacion en la regidn del SNP, por lo que la aplicacion de la técnica CRISPR/Cas9
en las condiciones utilizadas no resulté 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 implicacién 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 celulas estén en continua division durante el cultivo, puede
ocasionar el agotamiento de los nutrientes del medio, la acumulacion de células
apoptoticas o necréticas y la diferenciacion celular masiva provocada por los
contactos intercelulares. Ademas, 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 limitacion es la posible actividad off-

target de la herramienta (Ran et al., 2013).
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Futuras investigaciones deberan centrarse en resolver estas cuestiones. Una de las
posibles alternativas es trabajar con otras lineas celulares y ver como responden al
proceso de la transfeccion. Por otro lado, para minimizar la actividad off-target se
pueden emplear las Cas9 nickasas (Cas9n), que son proteinas de Cas9 mutantes que
sOlo 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 regién genémica
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 disefid una secuencia guia encima del SNP rs1033180 que fue
clonadas de manera exitosa en el plasmido. La transfeccidn de las células U937 con
el plasmido pX459:sglRF4 no caus6 mutacion al aplicar la herramienta
CRISPR/Cas9, por lo que no se pudo estudiar la influencia del SNP rs1033180 sobre
IRF4 ni su implicacion en el desarrollo de la enfermedad celiaca. Seria interesante
que futuras investigaciones resolvieran las cuestiones pendientes para seguir

avanzando en el campo de la Terapia génica.
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Anexo 1

Plasmid DNA purification

Protocol-at-a-glance (Rev.02)

NucleoSpin®
Plasmid EasyPure

1 Cultivate
and harvest bacterial 12,000 % g,
cells @ A0 s

2 Cell lysis 150 pL Buffer A1

250 L Buffer A2
RT, up to 2 min

350 pL Buffer A3

3 Clarification ot the lysate

=12,000x g,
3 min

4 Bind DNA

Load supernatant

1,000-2,000 x g,
a0s

5 Wash and dry silica
membrane

450 pL Buffer AQ

=12,000 x g,
1 min

6 Elute DNA

50 pL Buffer AE
AT, 1 min

=12,000x g,
1 min




Anexo 2

%IQCR|SPR GENOME ENGINEERING TOOLBOX il

Target Sequence Cloning Protocol
(Standard de-salted oligos are sufficient)

PX330-based plasmids, including PX458-462 — SpCas9 (or SpCas9n D10A nickase) + single guide
RNA:

To clone the guide sequence into the sgRMNA scaffold, synthesize two cligos of the form:

5" - CAGGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -3
3 - CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA - 5

PX260 and PX334 — SpCas9 (or SpCas9n D10A nickase] + CRISPR array + tracrRNA:

To clone the guide sequence into the sgRMA scaffold, synthesize two cligos of the form:

5 - AAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNMNNNNNNNNGT -¥
- NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAARAT - 5

Oligo annealing and cloning into backbone vectors:

1. Digest 1ug of plasmid with Bbsl for 4. Set up ligation reaction and incubate at room
30 min at 37°C: temperature for 10 min:
1ug  Plasmid Xul Bbsl digested plasmid
1ul FastDigest Bbsl (Fermentas) from step 2 (50ng)
1ul FastAP (Fermentas) Tul phosphorylated and annealed
2ul 10X FastDigest Buffer oligo duplex from step 3 (1:200
Xul  ddH,0 dilution)
20ul  total 5ul 2X Quickligation Buffer (NEB)
Xul  ddHO
2. Gel purify digested plasmid using 10 ul  subtotal
QlAquick Gel Extraction Kit and elute in EB. 1ul Quick Ligase (NEB)
11ul  total

3. Phosphorylate and anneal each pair of oligos:
5. (optional) Treat ligation reaction with

1ul oligo 1 (100ulM) PlasmidSafe exonuclease to prevent
1ul oligo 2 (100ulM) unwanted recombination products:
1ul 10X T4 Ligation Buffer (NEB)
6.5ul  ddH:O 11 ul ligation reaction from step 4
0.5ul T4 PNK (NEB) 1.5ul 10X PlasmidSafe Buffer
10ul  total 1.5ul  10mM ATP
1ul ddH;0
Anneal in a thermocycler using the following 15ul  total
parameters:
Incubate reaction at 37C for 30 min.

37°C 30 min
95°C 5 min and then ramp down to 6. Transformation

25°C at 5°C/min



Anexo 3

PCR clean-up, gel extraction
Protocol-at-a-glance (Rev. 04)

PCR Gl DMA clean-up  Single siranded
clean-up exiraction {with SDS) DMA elean-up
1 PCH clean-up, — —_
DNA clean-up, or = ——
single stranded — —
DMA clean-up:
Adjust binding
condition
Gel extraction:
Excise DNA 200 L NTI 200 pL NTI 500 pl NTB/ 200 pl NTCY
fragment / 100 pl PCR 100 mg ged 100 L samgde 100 el sample
solubllize gel
alice 50°C
510 min
11,000 x g
2 Bind DNA ‘E 30
700 pl NT3
11,000 x g
30s
3 Wash sillca E Fecommended:
membrane ﬂ 2 wash
TOO pL NTZ
11,000 x g
30e
4 Dry silica H 11,000 x g
membrane 'ﬂ 1 min
15-30 L NE
RT
5 Edute DNA 1 min
Lt 11,000 x i3

1 min




