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Valoracidon de una nueva aproximacion terapéutica para la Ataxia de
Friedreich basada en la edicidn génica y en la epigenética.

RESUMEN

La Ataxia de Friedreich es una enfermedad neurodegenerativa rara y hereditaria que afecta
principalmente al sistema nervioso y causa problemas de coordinacion motora. Actualmente, no
existe una cura para esta enfermedad y los tratamientos son limitados en su eficacia. Por ello, en
este trabajo se estudia una nueva opcion terapéutica basada en la edicion génica y la epigenética.

Gracias a la edicion génica se puede modificar el ADN de forma precisa, lo que permite poder
corregir los defectos genéticos responsables de esta enfermedad. En estudios previos se ha
demostrado que con la edicion génica se puede corregir la mutacion especifica del gen FXN
causada por una hiperexpansion de la repeticion de tripletes GAA localizada en el primer intron.
Sin embargo, recientemente se ha descubierto una region hipermetilada aguas arriba del exon 1
del gen de la FXN, lo que lleva a la represion de la expresion de la proteina frataxina. Por lo que
la epigenética también juega un papel importante en la Ataxia de Friedreich.

El objetivo de este trabajo es aplicar la herramienta de edicion genética CRISPR/Cas9, teniendo
en cuenta las marcas epigenéticas localizadas en la region de la expansion, para conseguir un
incremento en la expresion de la proteina frataxina. Este trabajo se relaciona con los siguientes
ODS de la OMS para el 2030: Salud y Bienestar, Educacién de calidad e Industria, innovacion e
infraestructura.
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Evaluation of a new therapeutic approach for Friedreich's Ataxia based
on gene editing and epigenetics.

ABSTRACT

Friedreich's Ataxia is a rare, inherited neurodegenerative disease that primarily affects the nervous
system and causes motor coordination problems. Currently, there is no cure for this disease and
treatments are limited in their efficacy. Therefore, a new therapeutic option based on gene editing
and epigenetics is being studied in this study.

Thanks to gene editing, it is possible to modify the DNA in a precise way, which makes it possible
to correct the genetic defects responsible for this disease. Previous studies have shown that gene
editing can correct the specific mutation of the FXN gene caused by a hyperexpansion of the
GAA triplet repeat located in the first intron. However, a hypermethylated region upstream of
exon 1 of the FXN gene has recently been discovered, leading to repression of frataxin protein
expression. Thus, epigenetics also plays an important role in Friedreich's Ataxia.

The aim of this work is to apply the CRISPR/Cas9 gene editing tool, considering the epigenetic
marks located in the expansion region, to achieve an increase in frataxin protein expression. This
work is related to the following SDGs of the WHO for 2030: Health and Well-being, Quality
Education and Industry, Innovation and Infrastructure.
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1. INTRODUCCION

1.1. Ataxia de Friedreich. Patologia y sintomas clinicos

La Ataxia de Friedreich (FRDA) es una enfermedad neurodegenerativa que causa dafio
progresivo tanto al sistema nervioso central como al sistema nervioso periférico. Es la ataxia
hereditaria autosémica recesiva mas comin de aparicion temprana en la poblacion caucésica, con
una prevalencia de 1/30000 (Pandolfo, 2009; Delatycki & Corben, 2012).

En cuanto a la sintomatologia, los primeros sintomas aparecen en la pubertad y
aproximadamente 10 o 15 afios después del comienzo de los sintomas, los pacientes pierden la
movilidad debido a una progresion en la marcha por lo que se quedan en silla de ruedas. Ademas,
la FRDA se ha relacionado con la disartria, la disfagia, el deterioro de la propiocepcion, la
escoliosis, la diabetes mellitus y las cardiomiopatias (Pandolfo, 2009; Delatycki & Corben, 2012)
siendo esta Ultima la causa mas frecuente de muerte prematura, entorno al 59% (Kearney et al.,
2016).

Hoy en dia, no existe una cura definitiva para la FRDA, pero se estan estudiando diversos
enfoques terapéuticos dirigidos a distintas dianas relacionadas con la patogenicidad de la FRDA
(Zesiewicz et al., 2020). Para el estudio y la valoracion de la gravedad y la progresion de la ataxia,
asi como de los déficits neuroldgicos que provoca, se utilizan una serie de escalas que permiten
cuantificar la manifestacion clinica de la enfermedad y su impacto en la funcion neuroldgica,
como la escala SARA (Scale for the Assessment and Rating of Ataxia). También, se emplea la
ICARS (International Cooperative Ataxia Rating Scale) de forma genérica para todas las ataxias,
y de forma especifica para la FRDA se emplea la FARS (Friedreich's Ataxia Rating Scale) (Birk
et al., 2009).

1.2.Genética molecular de la FRDA

La enfermedad es causada por una mutacion en el gen FXN (Figura 1A) que se localiza
en el cromosoma 9g21.11 (Hanson et al., 2019) y presenta 7 exones, numerados del 1 al 4, 5a, 5b
y 6. El transcrito mayoritario consiste del exén 1 al 5a, pero también se han descrito en menor
medida transcritos del 1 al 5b, cuya funcién es aln desconocida (Pandolfo, 2009). La mutacién
que causa la enfermedad consiste en una hiperexpansion bialélica del triplete GAA que se
encuentra en el primer intrén del gen FXN (Campuzano et al., 1996; Zesiewicz et al., 2020). Este
primer intrén contiene aproximadamente 10 kb mas los GAA polimoérficos. Las repeticiones se
encuentran 1.339 pb aguas abajo de la unién entre el exén 1 con el intron 1 (Li et al., 2020). El
gen codifica para la proteina frataxina compuesta por 210 aminodcidos, que es esencial para la

funcién mitocondrial y la produccion de energia celular (Pandolfo, 2009) y que interviene en la



homeostasis del hierro en las células (Kim et al, 2011) y en el correcto flujo de calcio desde el
reticulo endopladsmico y la mitocondria. La hiperexpansion reduce la expresion de la frataxina en
los pacientes que padecen esta enfermedad mediante un silenciamiento génico (Herman et al.,
2006; Rodden et al., 2021), lo que conduce a una acumulacion toxica de hierro en las mitocondrias
dafiando diferentes tejidos como el sistema nervioso y el corazon (Kakhlon et al., 2010). De
hecho, los individuos enfermos homocigotos presentan niveles de transcripcion del gen FXN entre
un 5-20% en comparacién con los individuos sanos (Chutake et al., 2014). Sin embargo, los
pacientes portadores de la FRDA que so6lo tienen un alelo FXN expandido, permanecen
asintomaticos y sus niveles de transcripcion del gen FXN se encuentran alrededor del 50%
(Rodden et al., 2021).

Normalmente, los pacientes sanos presentan <30 repeticiones, mientras que las
repeticiones asociadas a la enfermedad van desde 40 hasta 1300 tripletes, siendo las mas comunes
de 600 a 900 tripletes. Ademas, se ha establecido una correlacion directa entre el tamafio de la
repeticion GAA con la edad de aparicién mas temprana y con la severidad de la enfermedad
(Pandolfo, 2009). También, se ha diferenciado un grupo de pacientes con FRDA cuya expansion
presenta <500 tripletes y por ello, presentan niveles de transcripcion mas elevados, aparicion
tardia de los sintomas, aumento de la esperanza de vida y progresion de la enfermedad més lenta.
Por lo que, incrementando modestamente la expresion del transcrito, ya se pueden obtener

beneficios clinicos significativos (Rodden et al., 2021).
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Figura 1. Estructura y mecanismos de silenciamiento del gen FXN. (A). La representacion
esquematica del gen de la FXN muestra los cinco exones (Ex 1, Ex 2, Ex 3, Ex 4 y Ex 5A) que
corrsponden al transcrito mas prevalente; en el extremo 3’ del sitio de iniciacion de la transcripcion (TSS)
se encuentra la isla CpG (rectdngulo verde claro); se muestra la region FRDA-DMR con un rectangulo
discontinuo negro y en naranja se encuentra la region Alu con la repeticion GAA (tridngulo naranja)
dentro del intron 1; y la region FRDA-DMR indicada con un rectangulo discontinuo negro. FRDA-DMR:
Friedreich’s Ataxia Differentially Methylathed Region (B). Representacion de los diferentes
silenciamientos epigenéticos del gen FXN (Robles, 2022).



1.3.Silenciamiento del gen FXN. Epigenética.

Una de las principales &reas de investigacion para el tratamiento de la FRDA es el estudio
de los mecanismos de silenciamiento del gen FXN (Figura 1B), que conducen a una baja
expresion de este gen en los pacientes que padecen FRDA.

En primer lugar, se ha descrito que las repeticiones de GAA son capaces de formar
estructuras de ADN no convencionales y diferentes de la forma B clésica del ADN (Sakamoto et
al., 1999) como triplexes o estructuras de sticky DNA, que contribuyen al bloqueo de la
maquinaria celular de replicacién y transcripcion (Mazzara et al., 2020). También se ha visto que
pueden formar estructuras de R-loops que impiden la unién de la ARN polimerasa Il y, por tanto,

impiden la elongacién de la transcripcion (Gerhardt et al., 2016).

Por otro lado, se estan estudiando los mecanismos de silenciamiento epigenéticos que
también parece ser que provocan el secuestro de la ARN polimerasa Il. En los alelos de FRDA,
la region que se encuentra aguas arriba de la repeticion esta asociada con cambios en las histonas
que son caracteristicos de genes reprimidos y con una mayor metilacion del ADN en comparacion

con la observada en los alelos normales (Kumari et al., 2011).

En estudios como el de Rodden et al. (2020), se estudia como marca epigenética la
hipermetilacién del ADN en regiones flangueantes a la repeticion GAA del intrén 1 del gen FXN.
Estos autores demostraron la existencia de una correlacién positiva entre un perfil elevado de
metilacion de las CpGs ubicadas aguas arriba de la repeticion GAA del gen FXN en las células
derivadas de pacientes con FRDA con un mayor tamafio de la expansion, mayor gravedad del
fenotipo enfermo y una edad mas temprana de aparicion de la enfermedad. Lo que supone que
aquellos pacientes que presentan un mejor pronoéstico es porgue presentan menor cantidad de
epialelos metilados mientras que los pacientes con un peor pronéstico y mayor tamafio de las
repeticiones presentan una mayor cantidad de epialelos metilados. Ademas, en este mismo estudio
se amplio la zona de analisis corriente arriba de la repeticion GAA y se descubrid la existencia de
una zona diferencialmente hipermetilada del ADN, a la que se ha descrito como zona DMR
(Differentially Methylated Region), ubicada aguas abajo de la isla CpG del gen FXN (Figura
1A). Esta region se encuentra hipermetilada en mas del 90% de los pacientes con FRDA en
homocigosis y menos del 10% en los pacientes sanos, mientras que los portadores heterocigotos
presentan la mitad de las CpGs de la region FRDA-DMR sin metilar y la otra mitad metilada.
Hoy en dia, no se conoce con exactitud el mecanismo de regulacion del silenciamiento del gen
FXN mediante esta region FRDA-DMR. Sin embargo, lo Gnico que se sabe con cierta exactitud
es que esta region favorece la formacion de la heterocromatina y que, por lo tanto, se representa

como un obstaculo para el mecanismo de la transcripcion del gen de la frataxina.



Asimismo, en un estudio posterior, el de Rodden et al. (2021), se describe también como
marca epigenética la desacetilacion de las histonas H3 y H4 y la hipermetilacion de las histonas
(H3K9me3 y H3K27me3), para las cuales se esta investigando como una posible opcién
terapéutica el uso de un inhibidor de la histona de clase | desacetilasa (HDCAI-109) y reactivar
asi la expresion del gen FXN.

1.4. Enfoques terapéuticos de la FRDA

Hoy en dia existen diferentes aproximaciones terapéuticas que comparten el mismo
objetivo final, el tratamiento de la FRDA. Sin embargo, estas aproximaciones se diferencian en
funcién del mecanismo de accidn que siguen o el enfoque del tratamiento, es decir, donde o como
actua el farmaco y/o que herramientas tecnoldgicas se emplean. Asimismo, también se diferencian
en funcién de la fase de investigacion en la que se encuentren ya sea fase pre-clinica, clinica o

aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA).
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Figura 2. Pipeline de los tratamientos de la FRDA. En el gje horizontal se representa la fase de
investigacion en el que se encuentran las diferentes terapias y en el eje vertical se dividen los diferentes
tratamientos dependiendo de su mecanismo de accién o enfoque terapéutico. Imagen extraida de:

https://www.curefa.org/research/research-pipeline

Segln la informacion proporcionada por el sitio web oficial de la FARA (Friedrich’s
Ataxia Research Alliance) (FARA, 2023), el primer y Unico farmaco aprobado por la FDA es el
SKYCLARYS™ (Omaveloxone) desarrollado por la farmacéutica REATA. La funcion de este

farmaco reside en la activacion del factor de transcripcion Nrf2, puesto que se ha demostrado que


https://www.curefa.org/research/research-pipeline

un incremento de este factor puede suponer una mejora de la funcién mitocondrial reduciendo el
estrés oxidativo y previniendo la peroxidacion lipidica. Por otro lado, se encuentran terapias en
diferentes etapas de la fase clinica como farmacos enfocados a la modulacion de las vias
metabdlicas controladas por la frataxina o el reemplazamiento de esta proteina mediante
estabilizadores o enhancers. Por Gltimo, entre la fase de laboratorio y la fase clinica se encuentran
terapias enfocadas al aumento de la expresion del gen de la frataxina y al reemplazamiento del
gen FXN mediante edicion genica (Figura 2).

1.5. Terapia génica en la FRDA

Como la FRDA causa una reduccion de la expresion del gen FXN, una terapia génica
prometedora es la adicion del gen mediante vectores virales como lentivirus (LV), herpes simple
de tipo | (HSV-1) o adenovirus asociados (AAVS). Estas terapias se han estudiado tanto in vivo
como in vitro en fibroblastos humanos derivados de pacientes que padecen FRDA o en modelos
animales como el murino (Sivakumar y Cherqui, 2022). Otro enfoque de terapia génica consiste
en la reactivacion del gen FXN enddgeno silenciado (Mazzara et al., 2020), haciendo uso del
sistema CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats -
Associated 9) que induce roturas de doble cadena en el ADN objetivo, que posteriormente seran
reparadas por mecanismos de reparacion del ADN propios de las células como la reparacién
dirigida por homologia (HDR) o la unién de extremos no homoélogos (NHEJ) (Sivakumar y
Cherqui, 2022). Este sistema, derivado de un mecanismo de defensa de las bacterias, permite

editar el ADN de manera especifica, eficiente, rapida y barata (Knight et al., 2015).

Existen diferentes métodos para introducir la unidad funcional del mecanismo de edicion
CRISPR/Cas9 en las células como, por ejemplo, mediante plasmidos, ARN sintéticos,
ribonucleoproteinas (RNPs) o virus lentivirales. Pero actualmente, el mecanismo de introduccion
mas utilizado son las RNPs, formadas por la endonucleasa Cas9 y la sgRNA (single guide RNA),

disefiada especificamente para guiar a la Cas9 hacia el sitio de corte (Zhang et al., 2021).

En estudios anteriores realizados en el laboratorio, se utilizd el sistema CRISPR-Cas9
para eliminar la hiperexpansion del triplete GAA en el gen FXN de linfoblastos de pacientes con
FRDA, para comprobar si la expresién de la frataxina aumentaba con la delecion de esta regién
diana. Para ello, se disefiaron dos sgRNAs que flanqueaban las posiciones 5’ y 3’ de la region
repetitiva ubicada en el intrén 1 (Figura 3), para que la enzima Cas9 indujera el corte de doble
cadena en el ADN y se eliminara la region diana sin afectar a la secuencia codificante del gen
FXN. Ademas, la ventaja de este sistema radica en que con la correccion de un alelo del gen FXN,
los niveles de frataxina podrian aumentar lo suficiente para poder superar el umbral patolégico

de estos pacientes, lo que podria conducir a mejoras en los sintomas clinicos. Ademas, la



expresion del gen FXN seguiria bajo el promotor/enhancer enddgeno y se podria aplicar para
todos los tipos de pacientes de FRDA (Sivakumar y Cherqui, 2022).

En este estudio previo, tras la edicion de los linfoblastos y la confirmacion con PCR de
que estaban correctamente editados, se realiz6 una extraccion de proteinas para determinar los
niveles de expresion de la frataxina. Se observo que aproximadamente en el 70% de las lineas
celulares derivadas de pacientes con FRDA, la frataxina presentaba unos niveles de expresion
mayores tras la edicién, pero no iguales a los niveles de expresion de los controles. Sin embargo,
en el 30% restante, el nivel de expresion de la frataxina se mantenia constante. Por lo que se llego
a la conclusion de que la hiperexpansion del triplete GAA en el intrén 1 del gen FXN, no es la
Unica modificacion que regula la expresion de la frataxina. Por ello, es probable que las diferentes
marcas epigenéticas descritas anteriormente, tengan un papel muy importante en la regulacion de

la expresion del gen FXN y por tanto en el desarrollo de esta enfermedad.
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Figura 3. Representacion de la delecién de la repeticion del triplete GAA en el intrén 1 del gen FXN
con CRISPR-Cas9. En morado y en rosa se representan los sitios de unién de las sgRNAs empleadas
para la realizacion de la edicion génica. TSS: Transcription Start Site; FRDA-DMR: Friedreich’s Ataxia
Differentially Methylathed Region; sgRNA: single guide RNA.

Por ultimo, la principal razén por la cual se escoge realizar la edicion génica en linfocitos
de pacientes con FRDA radica en su facil accesibilidad, lo que facilita la obtencion y el trabajo
con muestras de diferentes pacientes afectados (Mazzara et al., 2020). De esta manera, es posible
comparar el efecto de la edicion génica en las células provenientes de cada uno de ellos. En este
estudio previo realizado en el laboratorio, se utilizaron un total de 33 muestras, de las cuales 6
correspondieron a personas sanas y 27 a pacientes enfermos de FRDA. Esta cantidad resulta
significativa debido a la baja prevalencia de esta enfermedad rara, lo que permite obtener una

representacion amplia y precisa.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El silenciamiento del gen FXN no solo se debe al bloqueo transcripcional producido por la
repeticion del triplete GAA, sino que también se ven involucrados diferentes mecanismos
epigenéticos, entre ellos la region diferencialmente metilada (DMR) ubicada aguas arriba de la
repeticion del triplete GAA. Asi pues, nuestra hipotesis es que, si la region intrénica que contiene
la expansion del triplete GAA y la region diferencialmente metilada del intron 1 del gen FXN, se
logrard aumentar la expresion del gen FXN y, en consecuencia, incrementar los niveles de

frataxina para reducir los signos y sintomas clinicos asociados a esta enfermedad.

Por ello los objetivos que se plantean en este trabajo son:

e Lavalidacion de las diferentes guias de RNA disefiadas para la edicion génica.

e La comprobacién de la edicion génica realizada con el sistema CRISPR-Cas9.

Por otro lado, y en relacién con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se pueden establecer las siguientes relaciones con los

diferentes objetivos que proponen (Anexo I):

e Relacion con el ODS namero 3, correspondiente al de Salud y Bienestar, puesto que con
este trabajo se estaria estudiando una nueva opcidn terapéutica para tratar y/o eliminar
esta enfermedad rara.

e Relacion con el ODS numero 4, correspondiente al de Educacion de calidad puesto que
se esta llevando a cabo una investigacion cientifica que proporciona y recoge avances
cientificos que contribuyen a la mejora del conocimiento gue se tiene sobre la FRDA y
el gen FXN.

e Relacion con el ODS numero 9, correspondiente al de Industria, innovacion e
infraestructura, puesto que se impulsa la utilizacion de técnicas de ingenieria genética

avanzadas como el CRISPR-Cas9.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivos celulares
En este trabajo se emplean lineas celulares linfoblastoides (LCLSs) obtenidas del Biobanco
del CIBERER (http://www.ciberer-biobank.es) y pertenecientes a pacientes enfermos de FRDA

(80 SI'y 92 SI). Por otro lado, como controles se emplean LCLs de pacientes sanos (152 CTRL).
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informado del proceso. Ambos tipos de LCLs
provienen de muestras de sangre de pacientes obtenidas en el Hospital de La Fe, en las cuales se
inmortalizaron los linfocitos B mediante la adicion al medio de transformacion (RPMI 20%FBS,
1% L-Glutamina, 1% penicilina/estreptomicina y ciclosporina 1 pg/mL) el sobrenadante del
Virus del Epstein-Barr. Este protocolo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion en
medicamentos del Hospital Clinico Universitario de Valencia con nimero de orden 2022/173 con
fecha 27 de mayo de 2022.

Para trabajar con estos cultivos se utiliza una cabina de seguridad biologica de clase Il
(Nuaire, LabGard® ES AIR, Plymouth, MN, EE.UU.). Se pipetea haciendo uso de micropipetas
de diferentes volimenes (Gilson, Middleton, WI, EE.UU.) y una pipeta automatica monitorizada
(Gilson, Middleton, WI, EE.UU.) y las células se dejan crecer en frascos de cultivo de 25 cm?
(Termo Fisher Scientific, Rochester, NY, EE.UU.) dispuestos verticalmente, puesto que estas

células crecen en condiciones de no adherencia, es decir, en suspension.

El medio empleado para el crecimiento de estas lineas celulares es RPMI 1640 (Biowest,
Nuaillé, Francia), al que se le anade un 20% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen Life
Technologies Inc., Carlsbad, CA) inactivado a 56°C durante 20 minutos, un 1% de antibiotico
(Penicilin-Streptomycin 10000U-10mg/mL stock), un 1% L-glutamina y rojo fenol, que sirve
para indicar el pH del medio. EI medio ya completo, se almacena en una nevera a 4°C y cuando
se utiliza debe depositarse en un bano (OVAN, Badalona, Barcelona, Espafia) a 37°C. En
condiciones generales, estos cultivos celulares requieren de una incubadora a 37°C y 5% CO2,

(PHCbi, Wood Dale, IL, EE.UU.), para su correcto crecimiento.

Para realizar un subcultivo, en primer lugar, se recogen todas las células y se disponen en
un tubo Falcon (Deltalab, Rubi, Barcelon, Espafia) de 15 mL, para posteriormente centrifugarlo
4 minutos a 1250 rpm en la centrifuga Z 400K Universal Centrifuge (Hermle LaborTechnik
GmbH, Wehingen, Alemania). Se elimina el sobrenadante con una bomba de vacio y pipetas
Pasteur, quedandose en el pellet las células. Se resuspenden en medio RPMI 20%FBS y se realiza

un conteo celular con la cdmara de Neubauer y un ensayo de viabilidad con azul tripan. Esto es


http://www.ciberer-biobank.es/

necesario puesto que para el crecimiento 6ptimo de los linfoblastos se deben encontrar en fase
exponencial, entorno a una concentracion de 500.000 células/mL. Ademas, gracias al azul tripan
podemos diferenciar los linfoblastos viables de los no viables, dado que los que tengan la
membrana plasmética dafada, es decir, los no viables, se veran de un color azul, mientras que los
que tengan la membrana intacta se veran de color blanco y brillantes. Los linfoblastos son
observados con el microscopio de contraste de fases (Leica DFC450 C, Leica Science Lab,

Wetzlar, Germany) y después, seran almacenados en la incubadora a 37°C y 5%CO..

3.2 Criopreservacion. Congelacion y descongelacion de cultivos celulares.

Para la congelacion de los linfoblastos, una vez recogidos en un Falcon y eliminado el
sobrenadante, se resuspende el pellet de células en 1 mL de medio de congelacidn, el cual lleva
FBS y un 5% de dimetilsulféxido (DMSOQ), que es un crioprotector. Finalmente, este volumen es
recogido y transferido a un criovial que se deposita en un tanque de isopropanol Mr. Frosty™
Freezing Container (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), y posteriormente es almacenado
en un congelador (Froilabo, Collégien, Francia) a -80°C y mas tarde, en un tanque de nitrégeno
liquido a -196°C.

Por lo contrario, en el proceso de descongelacion el criovial es recogido en hielo seco
para posteriormente sumergirlo en un bafio a 37°C hasta que se descongele por completo. Al
mismo tiempo, se prepara un tubo Falcon con medio RPMI FBS20% nuevo, donde se afiade la
muestra descongelada, se centrifuga, se elimina el medio, se resuspende en medio RPMI
FBS20%, para eliminar asi el DMSO vy se transfiere a un frasco T25 de cultivo. A las 24 horas,

se comprueba el crecimiento celular y se realiza un cambio de medio.

3.3 Disefio del ensayo CRISPR-Cas9

Como el experimento que se pretende realizar en este trabajo es la eliminacién de la zona
que engloba la regién de metilacion (FRDA-DMR) ubicada en la region intrénica junto con la
hiperexpansion del triplete GAA del exén 1 del gen de la FXN (Figura 4). Se han disefiado
diferentes guias de ARN (sgRNAs) que flanquean estas zonas. Se encuentran dos sSgRNAs aguas
arriba de la zona DMR del gen de la frataxina y una posterior a la hiperexpansién del triplete
GAA, todas ellas seguidas de la secuencia PAM (NGG) imprescindible para que la enzima Cas9,

encargada de realizar los cortes en el ADN, pueda realizar su funcién.
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Figura 4. Representacion de la delecion de la zona FRDA-DMR y de la repeticion GAA en el intrén
1 del gen FXN con CRISPR-Cas9. En verde, naranja y rosa se representan los sitios de union de las
sgRNAs empleadas para realizar la edicion génica (sgRNA-AA/sgRNA-AQ y sgRNA-AB/sgRNA-AQ).

3.4 Protocolo Alt-R CRISPR-Cas9 System

Este protocolo esta basado en el Alt-R™ CRISPR-Cas9 System de IDT y consiste en la
introduccion de complejos ribonucleoproteicos (RNPs), formados por Alt-R CRISPR-Cas9 guide
RNA (crRNA:tracRNA duplex) y la enzima Cas9, en las células mediante electroporacién usando

el Lonza® Nucelofector™ System.

De forma mas detallada, para la formacion de la RNP (Figura 5A), primero se disefa la
SgRNA especifica (SgRNA-AA, sgRNA-AB y sgRNA-AQ) que esta formada por dos elementos:
el crRNA (CRISPR RNA) vy el tracrRNA (trans-activating CRISPR RNA). EI crRNA es un
oligonucledtido, de aproximadamente 36 nucledtidos, especifico para la region o el gen del
genoma que se desea modificar, asi como ha de ser complementario a la secuencia de ADN
objetivo y debe contener la secuencia PAM correspondiente para que la enzima Cas9 realice su
funcion de corte. Mientras que el tracrRNA es de aproximadamente 67 nucleétidos, se encarga
de interactuar con la enzima Cas9 para que el crRNA reconozca la secuencia PAM y ayuda a la
formacién de un complejo estable. Posteriormente, cuando se mezcla la sgRNA con la enzima
Cas9 se forma lo que se denomina complejo ribonucleoproteico 0 RNP, que posteriormente es
introducido introduce en las células mediante un nucleofector (Figura 5B). Este aparato genera
campos eléctricos que abren los poros celulares y permite que las RNPs entren en las células por

un proceso gue se denomina electroporacion o nucleofeccion.
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Figura 5. Componentes del sistema CRISPR-Cas9 para dirigir la endonucleasa Cas9 a dianas
gendmicas. (A). Union del crRNA y el tracrRNA para formar la sgRNA, posterior mezcla con la enzima
Cas9 y formacién de la RPN. (B). EI complejo de crRNA y tracrRNA hibridan entre si y forman un
complejo con la endonucleasa Cas9 para guiar el corte dirigido del ADN gendémico. El sitio de corte se
representa por el elemento espaciador (spacer) del crRNA que reconoce aproximadamente 20 nucle6tidos
de la cadena opuesta al sitio PAM (NGG).

3.4.1 Preparacion de las células.

Previamente al dia del experimento, se cuentan las células de las diferentes lineas de
linfoblastos y se dejan en una concentracion de 500.000 células/mL, para que el dia del
experimento, se encuentren en fase de crecimiento exponencial. El dia del experimento, se
vuelven a contar, se prepara una alicuota de 300.000 células/pocillo y se resuspenden en medio
RPMI completo. Como generalmente se hacen dos pocillos por muestra para tener réplicas, se
necesitan un total de 600.000 células de cada linea celular. Posteriormente, el Eppendorf se guarda

en el incubador a 37°C 5%CO; y se preparan los mixes de RPN-Cas9 (apartado 3.4.2).

Una vez preparadas las RPNs, se centrifugan las células durante 7 mins a 100 x g a
temperatura ambiente (RT) y se elimina el sobrenadante. Después, se resuspende con cuidado el
pellet de células con PBS recalentado en el bafio a 37°C. Se centrifuga a RT durante 7 mins a 100
X gy se elimina bien el sobrenadante. Una vez preparadas las RPNs y tras un maximo de 30
minutos, se afiaden 20 uL de la Nucleofector™ Solution SF atemperada a RT por cada pocillo de
células (en el caso de hacer réplicas, es decir, dos pocillos por linea celular se afiaden 40 uL)
obteniendo asi el mix de células (Figura 6). Por otro lado, se prepara una placa de 96 pocillos
con 175 uL de medio RPMI 20%FBS en cada pocillo que se va a utilizar y se guarda en el
incubador a 37°C y 5% CO,. Aqui es donde posteriormente se afiadiran las células tras el proceso

de nucleofeccion.
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Figura 6. Representacion de la preparacion de las células para el protocolo de CRISPR-Cas9. *Los
volimenes estan calculados para un pacillo de células, si se requieren mas pocillos habra que
recalcularlos.

3.4.2 Preparacion mixes de RPN-Cas9

Para la preparacion de los mixes de RPNs-Cas9, en primer lugar, se preparan las guias de
RNA (sgRNA) en Eppendorfs opacos, donde se preparan las guias SgRNA-AA, sgRNA-AB y
SgRNA-AQ por separado. Los sitios de hibridacion aproximados de las diferentes sgRNASs
empleadas se encuentran representados en la Figura 4 y la secuencia, asi como el lugar exacto de
hibridacion esta reflejada en el Anexo 1. Posteriormente se afiadira la enzima Cas9 y se diluira
con PBS para preparar el mix de RPNs. Los reactivos empleados en este protocolo se reflejan en
la Tabla 1.

Tabla 1. Reactivos, concentraciones y volimenes de los reactivos empleados en el protocolo
CRISPR-Cas9. Valor de las concentraciones de los reactivos stock, volumen afiadido para resuspender
los reactivos stock y la concentracion final deseada para el comienzo del experimento.

Volumen para resuspender Concentracion final
2xcrRNA (10 nmol) 50 pL 200 uM
TracRNA (20 nmol) 100 pL 200 pM
Enhancer (10 nmol) 100 pL 100 uM
Cas 9 (500 pg) 50 pL 10 pg/pL

12



1 ™ ™ 9 sgRNA-AA

>+ i
{4 |+ |- sgRNA-AB

¥ T ¥ sgRNA-AQ

crRNA  tracrRNA mezcla up/down
Lo RPN-AA | F
k= , : 5 RPNAB  — | | | |
_b + + RPN-AQ Y ¥ ¥
sgRNA Cas9

10-20 min (mdx. 30min)

l

mezcla RPN-AA/RPN-AQ y RPN-AB/RPN-AQ

+ 5 uL* Mix nucleofeccid ™
+ 1 pL* Enhancer

+ 20 pL* Mix células

¥ ¥
MIX NUCLEOFECCION

Tira de nucelofeccion

!- —_— » Comprobar viabilidad
—- en24-48 h
‘ Nucleofector:

Placa nucelofeccion
Programa EO-115

Figura 7. Representacion de la preparacion del ARN y de las RPNs para el protocolo de CRISPR-
Cas9. *Los volumenes estan calculados para un pocillo de células, si se requieren mas pocillos habra que

recalcularlos.

3.4.2.1 Preparacion del RNA.

En un Eppendorf opaco estéril se mezclan concentraciones equimolares de los oligos de
tracRNA y crRNA (crRNA-AA, crRNA-AB y crRNA-AQ), donde la concentracion final es de
100 uM, y da lugar a las diferentes sgRNA (SgRNA-AA, sgRNA-AB y sgRNA-AQ). En la Tabla
2, se representa un ejemplo para un volumen final de 6 pL. Posteriormente, se desnaturalizan las
guias sgRNA-AA, sgRNA-AB y sgRNA-AQ durante 5 minutos a 95°C en una incubadora de
bafio seco (Major Science MD-MINI, MycroDYNE, FL, EE.UU.) y se dejan enfriar a RT.

Tabla 2. Volumenes adicionados para la obtencién de las sgRNAs.

200 pM Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA 3
200 pM Alt-R CRISPR-Cas9 tracRNA 3
Volumen total de sgRNA 6

3.4.2.2 Preparacion del complejo de RPNs
Para la formacién de las RPNSs, es necesario diluir cada sgRNA (sgRNA-AA, sgRNA-
AB y sgRNA-AQ) por separado y la enzima Cas9 en PBS recalentado a 37°C, siguiendo los
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voltmenes por pocillo que se indican la Tabla 3. Después, se mezcla el conjunto suavemente con

la pipeta, dando lugar al complejo de RPNs.

Tabla 3. Volimenes necesarios para preparar el mix de RPNs. El volumen de mix calculado (5 L) es

para una Unica reaccion de nucelofeccion, en el caso de realizar mas, hay que escalar estos volimenes.

PBS 2,1
Alt-R guide RNA (sgRNA del 1,2
paso 3.3.2.1) (220 pmol)
Alt-R Cas9 enzyme (500 pig) 1,7
(104 pmol)
Volumen total de RNP 5

Una vez preparada cada RPNs (RPN-AA, RPN-AB y RPN-AQ), se mezcla cada tubo con
up/down y se mantiene a RT entre 10-20 minutos, no excediendo un maximo de 30 min. Pasado
el tiempo establecido, se mezcla un volumen igual de RPN-AA y RPN-AQ y otro volumen igual
de RPN-AB y RPN-AQ, obteniendo el mix de nucelofeccion (Figura 7). Por Gltimo, en una placa
de 96 pocillos se prepara el mix de células (apartado 3.3.1) junto con el mix de nucleofeccion y

por cada uno de los pocillos de nucelofeccidn, se afiaden los volumenes reflejados en la Tabla 4.

Tabla 4. Volumenes para la preparacion de la reaccién de nucleofeccion.

Mix de células (apartado 3.3.1) 20
Mix de nucelofeccion 5
Enhancer (10 nmol stock) 1
Volumen total de RNP 26

Después, se mezclan bien los diferentes componentes y se reparten 20 pL en cada pocillo
de la tira de nucleofeccion (SF Cell Line 4D-Nucleofector™ X Kit S, Lonza Bioscience,
Rockland, ME, EE.UU.) asegurandose de la posicion. Se programa el nucleofector (4D-
Nucleofector® Core Unit, Lonza Bioscience, Rockland, ME, EE.UU.) con el programa EO-115
para la transfeccion de células T humanas y se marcan los pocillos utilizados. Una vez finalizado
el programa se recogen las células de la tira de nucleofeccién con una pipeta y se adicionan en la
placa de 96 pocillos con el medio atemperado a 37°C y 5% CO,. Se guarda en el incubador y se

comprueba la viabilidad celular 24-48 horas después.

14



3.5 Extraccion ADN y cuantificacion con el NanoDrop

Una vez realizada la edicion génica, es necesario realizar una extraccion de ADN para
posteriormente comprobar mediante una PCR si los linfoblastos han sido correctamente editados
(Figura 8). La extraccion de ADN genomico fue realizada usando el DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Se parte de células en cultivo, las cuales son recogidas en un pellet
para el comienzo de la extraccion siendo como méaximo una concentracion de 5x10° células/mL.

Con este kit finalmente, se eluye el ADN con 200 pL del tampén AE.

Finalmente, para su cuantificacion, se hace uso del NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.), el cual aporta los datos de la concentracion del ADN extraido, asi como
los ratios de absorbancia, A260/280 y A260/230, que indican la pureza de la extraccion.

. ' Edici6n génica
Q’ .

No FRDA-DMR + (GAA),
Linfoblastos

Intrén 1

1 l Ex2

Intrén 1

SgRNA

Ex
FRDA-DMR + (GAA),

-

PCR 2 Extraccién ADN

Linfoblastos
editados

N

Electroforesis Analizar
resultados

TAE 1x 1%-2% agarosa

Figura 8. Diagrama de flujo del protocolo a seguir para comprobar la edicion génica de los

linfoblastos.

3.6 PCR y electroforesis

Con el ADN extraido de los linfoblastos editados, se realiza una PCR con las tres parejas
de primers reflejadas en la Tabla 5 y cuyos sitios de hibridacion se muestran en el Anexo Il. Se
realizan tres PCRs para comprobar la edicion de las células. La primera pareja de primers (Primers
de Edicion) consiste en un primer forward que hibrida en una zona aguas arriba de la zona FRDA-
DMR y el primer reverse que hibrida en una zona aguas abajo de la hiperexpansion del triplete
GAA, por lo tanto, flanquean la zona de edicidén. Mientras que los primers reverse y forward de

las parejas de Primers Internos 1 y 2 hibridan dentro de la zona de hipermetilacion e

15



hiperexpansion que son eliminadas con la edicidn génica. Esta segunda PCR permite comprobar
si la edicion se ha producido en todas las células o por el contrario existe un pool de células que

no han llegado a ser editadas

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados para la PCR de comprobacién de la edicion génica y

sus temperaturas de melting (Tm).

FXNlexonlA.dir EditWTqgPCRdeletion.rev

5’ ACCGACATCGATGCGACC 3' 5’ GTGGAAGCCCAATACGTGGC 3’
Tm=158°C Tm=64°C

FXNdeletion.dir IntronFXN.rev

5’ ACCCAAAGAATGGCTGTGGG 3’ 5’ TCTTGAACTCCGGACCTCAGG 3’
Tm=62°C Tm= 66 °C

WT-editqgPCRdeletion.dir IntronFXN.rev

5’ CAGGCCACGTCCAAGCC 3' 5’ TCTTGAACTCCGGACCTCAGG 3’
Tm=58°C Tm= 66°C

En cuanto al protocolo de PCR, se prepara la reaccion segun la Tabla 6, recalculando para
el volumen de pocillos que se vayan a utilizar. Se mezcla bien el mix de reaccion pipeteando
suavemente y se dispensa en los tubos de PCR. Después, se afiaden los primers y la muestra de
ADN correspondientes a cada pocillo. Se recomienda utilizar una concentracion de 50 ng/uL de
ADN.

Tabla 6. Volumenes para la preparacion del mix de PCR. El buffer 10X lleva Tris HCI 750 mM (pH
9.0), KCI 500 mM, (NH4)2S04200 mM y MgCl, 20 mM. *Calculados para un pocillo, si se van a usar
maés pocillos habra que recalcular los volimenes. **Mantener en el congelador a -20°C hasta que se vaya

a utilizar.
Agua libre de RNAsas Volumen restante hasta llegar a 25 pL*
Buffer 10X with MgClz 2,5uL”
dNTPs (200 pm/uL) 1uL”
Primers 1 pL primer forward + 1 pL primer reverse
Taq BioTools 1U/uL** 0,5 uL”
Muestra (50 ng/pL) Volumen para 50 ng/uL
Volumen total por pocillo 25 pL

Posteriormente, se programa el termociclador 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) de acuerdo con la Tabla 7, se colocan los tubos

de PCR y se pone en marcha.
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Tabla 7. Programa del termociclador para el protocolo de PCR.

Activacion

Amplificacion
94°C 20 seg
56°C 30 seg 30 ciclos
72°C 30 seg

Extension Final

Mantenimiento ‘

4°C Infinito

Una vez finalizada la PCR, se cuantifica mediante un gel de agarosa entre un 1,5-2%
puesto que el tamafio de las bandas esperado es entre 500-200 pb y disuelto en tampén TAE, al
cual se afiade la solucion de tincion de acidos nucleicos RedSafe™ (iNtRON Biotechnology,
Seongnam, Corea del Sur). Una vez, realizado el gel, se carga el marcador molecular
correspondiente para estimar el tamafio de las bandas obtenidas. Se afiade el tamp6n de carga LB
6X a cada muestra y posteriormente se carga en los pocillos del gel. Posteriormente, se deja correr
durante 1 hora a 100 V en el equipo de electroforesis (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
EE.UU.). Finalizado el tiempo, se revela el gel con el sistema de imagen molecular automatico
(Amersham ImageQuant™ 500 CYTIVVA).
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4. RESULTADOS

4.1. Disefio de las sgRNAs y optimizacion de la estrategia de edicién génica.

En primer lugar, se disefiaron dos SgRNAs diferentes, la sgRNA-AA
(CD.Cas9.PJLY3149.AA) vy la sgRNA-AB (CD.Cas9.PJLY3149.AB) que hibridan aguas arriba
de la region FRDA-DMR y una sgRNA que hibrida en la region posterior a la repeticion del
triplete GAA, la sgRNA-AQ (CD.Cas9.VSIK3472.AQ) (Anexo Il). Estas guias se disefiaron
teniendo en cuenta todos aquellos factores que aseguran una buena eficacia en la edicion génica
como la ubicacion de corte, la presencia de una secuencia PAM o el contenido en GC alrededor
del 40-60%.

Se realizaron dos ediciones génicas diferentes, la primera utilizando la SgRNA-AA con
la sgRNA-AQ y la segunda empleando la sgRNA-AB con la sgRNA-AQ. Gracias a la realizacion
de la edicién con dos guias nuevas y diferentes (SgRNA-AA y sgRNA-AB) se puede maximizar
la eficacia de la edicion, es decir, se puede comprobar cual de las dos funciona y en caso de que
funcionen las dos, se podria estudiar cual de las dos es la que funciona mejor y no causa efectos

off-target fuera de la region diana.

Las muestras de las lineas celulares 152 CTRL, 92 Sl y 80 Sl empleadas para realizar la
edicion se prepararon el dia previo al experimento tal y como se describe en material y métodos
para llevar a cabo su transfeccidn con las ribonucleoproteinas especificas para cada edicion. Como
se realizaron dos réplicas de cada muestra y se realizaron dos transfecciones distintas se
necesitaban un total de 1.200.000 células de cada linea celular. Asi como se prepararon todos los
reactivos de la nucelofeccion calculando que se utilizaban 4 pocillos por linea celular, lo que
sumaba un total de 12 pocillos, de los cuales en la mitad de ellos se realiz6 la edicidn génica con
las sgRNA-AA/sgRNA-AQ Yy en la otra mitad con las sgRNA-AB/sgRNA-AQ. Por lo que se

necesitaba preparar el doble de la RNP-AQ ya que se utiliza para las dos ediciones.

Por otro lado, la edicion génica fue realizada con el método de transfeccion no-viral del
Nucelofector™ Technology de Lonza para células primarias y dificiles de transfectar. Se us el
programa EO-115, especifico para células T humanas que presenta una viabilidad tras la
transfeccion del 100% y una eficacia de transfeccion de aproximadamente el 40% para un

volumen final de 20 uL que fue el que se empleo en este trabajo.

4.2. Crecimiento de los linfoblastos tras de la edicion génica.
Una vez realizado el proceso de nucleofeccion y depositados los linfoblastos en una placa
de 96 pocillos (P96) con 175 ul de medio RPMI 20%FBS, se dejaron crecer en el incubador a
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37°C y 5% CO,. Durante los dias posteriores se observé la confluencia celular para ir afiadiendo
méas medio en caso de que fuera necesario. Ademas, cuando el volumen del pocillo era maximo
y la confluencia elevada, se realizaron diferentes pases a placas con mayor superficie por pocillo,
tal y como se refleja en la Figura 9. Una vez alcanzada la placa de 6 pocillos (P6), se recogio todo
el volumen del pocillo y se afiadié a un tubo Falcon para centrifugarlo y obtener el pellet de
células, necesario para realizar la extraccion de ADN.

Durante este proceso, se observaron diferencias en el crecimiento entre la linea control
(152 CTRL) y las lineas pertenecientes a pacientes con FRDA (80 Sl y 92 SI), puesto que las
primeras crecian con una mayor rapidez que las deficientes en frataxina, ya que una caracteristica
de los modelos de FRDA es que se limita el crecimiento celular. Este hecho refleja, muy
probablemente, que no todas las células se han editado, que la eliminacion de la zona FRDA-
DMRy la hiperexpansion del triplete GAA no ha mejorado el nivel de la expresion de la frataxina
al mismo nivel que los controles y por eso siguen con un crecimiento lento o que simplemente la

delecion de esa zona no contribuye significativamente a una mayor expresion de esta proteina.

Placa de 96 pocillos Placa de 48 pocillos Placa de 24 pocillos

!

Extraccion de DNA Placa de 6 pocillos Placa de 12 pocillos

Figura 9. Proceso de escalado de los linfoblastos tras el proceso de edicion génica.

4.3. Comprobacion de la eficacia de la edicion génica.

Para comprobar que la edicién génica se ha realizado con éxito, se realizé una PCR con
el fin de amplificar la region resultante tras la eliminacion de la zona FRDA-DMR vy la
hiperexpansién del triplete GAA. Por otro lado, también se realiz6 otra PCR en la que se
amplificaba una region perteneciente a la zona que se pretendia eliminar. Debido a que las lineas

deficientes en frataxina (80 Sl y 92 SI) tienen un crecimiento més lento, en este trabajo solo se ha
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podido testar la comprobacion de la edicién génica en la linea 152 CTRL perteneciente a un

paciente sano.

4.3.1 Disefio de primers.

Para el disefio de los primers se tuvieron en cuenta diferentes aspectos entre los cuales
destacan: la seleccidn de secuencias lo suficientemente especificas para que solo hibridaran en la
region diana, la eleccion de secuencias con una Temperatura de fusion o melting (Tm)
comprendida entre 57 y 66°C y secuencias que presentaran un contenido de GC entorno al 40-
60% (Bustin et al., 2020).

Al realizarse dos PCRs distintas que buscan amplificar diferentes tipos de fragmentos, se
necesitan dos parejas de primers distintas. La primera PCR realizada es la que mostraré las bandas
resultantes de la edicion génica, por lo que, a los primers de esta PCR, se les llamara Primers de
Edicion (Primer FXN 1A.dir + Edit WT gPCR deletion.rev). El primer forward fue disefiado
seleccionando una secuencia que cumpliera todos los parametros descritos anteriormente y que
estuviera ubicada aguas arriba de la region FRDA-DMR y de las zonas de hibridacion de las guias
de ARN (sgRNA-AA Yy sgRNA-AB). Mientras que el primer reverse fue disefiado aguas abajo de
la repeticion del triplete GAA y de la zona de hibridacion de la guia de ARN, sgRNA-AQ (Anexo
).

En este caso, al amplificar con estos primers las muestras de ADN pertenecientes a las
lineas celulares wild type, es decir, las que no se han sometido a la edicién génica, se deberia
observar una banda de aproximadamente 1780 pb para las lineas controles (152 CTRL) y una
banda de aproximadamente 1780 pb mas tres veces el nimero de repeticiones del triplete GAA
que presente el paciente. Para el paciente asociado a la linea celular 80 SI, se observaron 847
repeticiones en ambos alelos del gen FXN, mientras que para el paciente relacionado con la linea
celular 92 se observaron 414 repeticiones en un alelo y 1114 repeticiones en el otro alelo. Por otro
lado, amplificando con estos mismos primers pero en este caso las lineas celulares que si que han
sido sometidas a la edicidén génica, se esperard encontrar un tamafio de banda mas pequefio,
aproximadamente de 371 pb y 311 pb dependiendo de la guia que se haya utilizado para la edicion,
si es la sgRNA-AA o la sgRNA-AB respectivamente (Figura 10A). Ademas, las secuencias y
tamafios de las bandas amplificadas que se esperan después de la PCR se encuentran reflejadas

en el Anexo IlI.
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A PRIMERS EDICION: FXN | exon 1A.dir + Edit-WT gPCR deletion.rev
1 2 3 4 5

AT T

1780pb - = — . Marcador

. Blanco (Control negativo)

. WT: 1780 pb (No hay edicién)
371 oo (WAWAWA . AA/AQ: 371 pb (Hay edicién)
:mgb - Ny vvuvuw . AB/AQ: 311 pb (Hay edicidon)

|
AR WN =

B PRIMERS INTERNOS: FXN deletion.dir + Intron FXN.rev
1 2 3 4 5

. Marcador

. Blanco (Control negativo)

. WT: 450 pb (No hay edicién)

. AA/AQ: 450 pb (No hay edicion)
. AB/AQ: 450 pb (No hay edicion)

W hn =

450 pb - - -— = =

Figura 10. Representacion de los resultados que se esperan tras la PCR y la electroforesis para la
comprobacién de la edicion génica. A. Resultados esperados con la utilizacion de los Primers de
Edicidn. B. Resultados esperados con la utilizacion de los Primers Internos 1. Para ambas figuras, el carril
3 se corresponde con la linea 152 CTRL sin edicidn, el carril 4 con la linea 152 CTRL editada con las
SgRNA-AA/sgRNA-AQ y el carril 5 con la la linea 152 CTRL editada con las sgRNA-AB/sgRNA-AQ

La segunda PCR realizada es la que mostrara las bandas correspondientes a los controles
internos. Debido a que las bandas de la PCR anterior que prueban que los linfoblastos no estan
editados son de gran tamafio y, por lo tanto, mas dificiles de amplificar, se disefian unos primers
gue reunan todas las caracteristicas adecuadas y que hibriden en una zona perteneciente al
fragmento que se busca delecionar y se denominaran Primers Internos 1 (FXN deletion.dir +
intron FXN.rev) y Primers Internos 2 (WT-edit gPCR deletion.dir + intrén FXN.rev). De manera
que, si se observa este fragmento amplificado quiere decir que la edicion no se ha realizado
correctamente o que parte de la poblacién celular no se ha llegado a editar (Figura 10B), ya que
como indica el protocolo del sistema de nucleofeccién empleado, el porcentaje de transfeccion se
encuentra en torno al 40%. Este Gltimo caso, se confirmaria si en la primera PCR, la que se realiza
con los Primers de Edicidn, se observan las bandas correspondientes a la edicion. Como control
positivo, se utilizaran las células sin editar, ya que siempre tendra que amplificarse el fragmento

esperado.

4.3.2 Optimizacién de la PCR

Una vez disefiados los dos tipos distintos de primers, es necesario realizar diferentes
pruebas para poner a punto la reaccion y conocer asi cuales son las condiciones 6ptimas con las
cuales se obtienen los resultados esperados con una mayor claridad. En primer lugar, se realiz6

una Unica PCR utilizando las siguientes parejas de primers: Primers de Edicion y Primers internos
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2 (Tabla 5); en la cual se emplearon las condiciones reflejadas en las Tabla 6 y 7. En esta PCR,
se observo una gran inespecificidad, por lo que se decidi6 variar las diferentes condiciones o
parametros de la PCR para lograr la aparicion de las bandas esperadas.

Se determind que la mejor estrategia consistia en realizar dos PCRs diferentes, cada una
utilizando un par de primers distintos. Esto se debe a que los Primers de Edicion y los Primers
Internos 2 presentan diferencias significativas en sus Tm, lo que podria haber ocasionado
dificultades en la hibridacion de los primers con el ADN.

Respecto a los cambios realizados para la PCR con los Primers de Edicidn, se empez6
aumentando el tiempo de extension de 30 segundos a 2 minutos para comprobar si dandole mas
tiempo a la Taq Polimerasa se conseguia amplificar la banda de 1780 pb ya que la procesividad
de la polimerasa es de 1kb/min, pero no se observé ninguna banda amplificada con este tiempo
de extension. Por ello, se opt6 por volver a reducir el tiempo de extension a 30 segundos. Por otro
lado, para conseguir una mayor especificidad se afladio6 DMSO al 2%, ya que es un agente que
contribuye a la desestabilizacion de estructuras secundarias del ADN, permitiendo asi que los
cebadores se unan de manera mas especifica a su secuencia diana. También, reduce la formacién
de productos secundarios como dimeros de cebadores. Después de realizar multiples pruebas, se
determino que la temperatura de hibridacion 6ptima para obtener bandas més nitidas era de 57°C.
Ademas, se decidié aumentar la temperatura de desnaturalizacion de los primers de 94°C a 96°C
para garantizar que no se formaran dimeros de primers. Las condiciones finales de la PCR, asi

como el programa del termociclador empleado se indican en el Anexo IV.

Con estas condiciones se logré observar claramente las dos bandas esperadas
correspondientes a la edicion génica con las guias sgRNA-AA/sgRNA-AQ y sgRNA-
AB/sgRNA-AQ. Por lo tanto, el resultado obtenido reflejado en la Figura 11 demuestra que la
edicion génica se realiz6 correctamente. En el Carril A correspondiente al control negativo, no se
observa ninguna banda lo que indica que la reaccion de PCR funcion6 correctamente. En el carril
B correspondiente a la muestra 152 WT sin editar tampoco se observa ninguna banda, debido a
que el tiempo de extensién de la PCR no es lo suficientemente largo para la amplificacion de
fragmentos de esta longitud. En el carril C correspondiente a la muestra 152 AA/AQ (editada con
la sgRNA-AA y sgRNA-AQ) se obtiene una banda de aproximadamente 350 pb que se puede
inferir que se corresponde con la banda que se espera obtener tras realizar la edicion génica con
estas SgRNAs (Anexo I11). También, se observa en el carril D correspondiente a la muestra 152
AB/AQ (editada con la sgRNA-AB y sgRNA-AQ) una banda de aproximadamente 300 pb que
se corresponde con la banda de 311 pb que se esperaria obtener tras la delecion de la region

FRDA-DMR vy la hiperexpansion del triplete GAA con la edicion génica. Por lo tanto, estos
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resultados de la primera PCR realizada con los Primers de Edicion indican que la edicion génica
se ha lleta vado a cabo de manera correcta y que el protocolo empleado es efectivo.

pb 152 152 152 o Ppb

CN  wr  AA/AQ AB/AQ

- 766
- 500
371 - e
211 - [ -3
- 200
- 150

A B (o D E

Primers edicién: Primer FXN 1A.dir
+ Edit WT gPCR deletion.rev

Figura 11. Resultado de la PCR realizada con los Primers de Edicion que demuestra la
edicion genica. El carril A se corresponde con el control negativo; el carril B se corresponde con la linea
152 sin editar; el carril C con la linea 152 editada con las sgRNA-AA/sgRNA-AQ; el carril D se
corresponde con la linea 152 editada con las sgRNA-AB/sgRNA-AQ); v el carril E se corresponde con el
Low Ladder (LL). En el carril C se observa la banda de 371 pb correspondiente al fragmento amplificado
tras la edicidn con las guias SgRNA-AA/sgRNA-AQ vy en el carril D se observa la banda de 311 pb

correspondiente al fragmento amplificado tras la edicion con las guias SgRNA-AB/sgRNA-AQ.

En cuanto a la PCR de los Primers Internos 2, se mantuvo el tiempo de extension en 30
segundos, puesto que era suficiente para el tamafio de los fragmentos que se buscaba amplificar.
Para reducir el namero de bandas inespecificas se fue aumentando un grado la temperatura de
hibridacion de los primers hasta dar con aquella en la que el nGmero de bandas se reducia
significativamente. Sin embargo, con la pareja de Primers Internos 2, se observo que siempre
salian las mismas bandas, lo cual indica que no se lograba aumentar la especificidad del ensayo.
Por ello, se decidié probar con la pareja de Primers Internos 1 cuya diferencia de Tm entre el
primer forward y reverse era mas pequefia (Tabla 5), lo que puede suponer una mejor eficiencia
para la amplificacién. Las condiciones finales que se emplearon para esta PCR quedan reflejadas
en el Anexo V, entre las cuales destaca el aumento de la temperatura de desnaturalizacion de los
primers de 94°C a 96°C, la adicion de DMSO al 2% vy la temperatura de hibridacion de los primers
a 61°C.
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Con ello, los resultados de esta PCR realizada con los Primers Internos 1 se observan en
la Figura 12, donde en el carril B se encuentra el control negativo, en el cual no observamos
ninguna banda y nos indica que la PCR es vélida. Respecto a los carriles C, D y E
correspondientes con las muestras 152 WT (no editado), 152 AA/AQ y 152 AB/AQ
respectivamente se observa una banda de mayor intensidad de aproximadamente 450pb que se
corresponderia con la banda de 435 pb, que se espera obtener amplificando con esta pareja de
primers. Con esta PCR, se confirma que la edicion génica no se ha realizado al 100%, puesto que
tanto en la linea celular sin editar (152WT) como en las lineas celulares editadas (152 AA/AQ y
152 AB/AQ) aparecen las bandas de 435 pb que indican que se ha amplificado una region de la
zona que se pretendia delecionar con la edicion génica. Si la edicion génica tuviera una eficacia
del 100%, esperariamos esa banda de 450 pb solamente en el carril C, puesto que pertenece a la
linea celular sin editar. Sin embargo, al aparecer también en los carriles D y E correspondientes
a las lineas celulares editadas, la PCR nos indica que la edicion génica no se ha realizado al 100%

y que obtenemos un pool de células editadas y no editadas.

pb 152 152 152
LL CN  wr AA/AQ AB/AQ

766 —

500 -

3

200
150

A B Cc D E

Primers internos 2: FXN deletion.dir + intrén FXN.rev

Figura 12. Resultado de la PCR realizada con los Primers Internos 1. El carril A se corresponde con
el Low Ladder (LL); el carril B se corresponde con el control negativo; el carril C se corresponde con la
linea 152 sin editar; el carril D con la linea 152 editada con las sgRNA-AA/sgRNA-AQ; y el carril E se
corrsponde con con la linea 152 editada con las sgRNA-AB/sgRNA-AQ. Sefialado con una flecha roja, en
los carriles C, Dy E se observan las bandas de 435 pb correspondientes a la amplificacion de un

fragmento perteneciente a la region objetivo que se pretende eliminar.
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5. DISCUSION
5.1. Delecion de la region FRDA-DMR y la hiperexpansion del triplete GAA

como diana terapéutica de Ataxia de Friedreich.

En el estudio previo realizado en el laboratorio en linfocitos de pacientes con FRDA se
demostr6 que solamente eliminando la hiperexpansion del triplete GAA, no se conseguia
aumentar los niveles de frataxina en los linfocitos de todos los pacientes con FRDA empleados
en el estudio. Este suceso evidencia la existencia de posibles mecanismos adicionales que regulan
la expresion de la frataxina, tales como los mecanismos de silenciamiento epigenéticos del gen
FXN en los que se incluyen la hipermetilacion del ADN vy la acetilacion o metilacion de histonas
(Figura 1B). En este estudio se valora la posibilidad de que la hipermetilacién del ADN,
caracteristica de la region FRDA-DMR (Rodden et al., 2020), contribuya a la baja expresion de
la frataxina en aquellos pacientes con FRDA cuya expresion no se vio mejorada en el estudio
anteriormente realizado. Como se ha descrito con anterioridad, no se conoce con exactitud de qué
manera y en qué grado influye la hipermetilacion de la region FRDA-DMR al silenciamiento del
gen FXN. Pero si que se conoce que su presencia favorece la formacién de heterocromatina y, por
tanto, se favorece el bloqueo de la elongacion transcripcional en FRDA. En estudios anteriores se
intento, pero sin éxito, desmetilar la region FRDA-DMR hipermetilada mediante el tratamiento
de células de pacientes con azacitidina y 5-aza-2'-desoxicitidina (decitabina/DAC) o la reduccion
de la expresion de las ADN metiltransferasas para evitar que el ADN sea metilado (Rodden et al.,
2020). Por ello, en este trabajo se pretende delecionar la region FRDA-DMR, para comprobar si
de esta manera, se recupera la expresion de frataxina a niveles de personas sanas o por lo menos

no patoldgicas.

Para ello, el primer objetivo del estudio es evaluar si con las sgRNAs disefiadas y el protocolo
del CRISPR/Cas9 empleado, se logra la delecidn de la zona FRDA-DMR vy la hiperexpansion del
triplete GAA en el intron 1 del gen FXN. Con los resultados obtenidos, se demuestra la efectividad
de la edicion génica con las guias sgRNA-AA/SgRNA-AQ y sgRNA-AB/sgRNA-AQ, lo que
indica que es una herramienta viable para realizar modificaciones genéticas especificas. Gracias
a la validacién de estas dos parejas de SgRNASs nos aseguramos de que la edicidn génica se esta
dirigiendo correctamente al sitio objetivo del genoma puesto que el tamafio de bandas esperadas
y observadas es similar. Ademas, al haber validado dos parejas de sgRNAs se demuestra la
reproducibilidad y la robustez del protocolo de CRISPR-Cas9 empleado, brindando asi una mayor

confianza en los resultados obtenidos.

En nuestro estudio se ha editado con las diferentes parejas de SgRNAs la linea celular 152

CTRL, y se ha observado que la edicion génica no ha sido completa. La realizacion de la PCR
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con los Primers Internos 1, nos confirma que en el conjunto de células sometidas a la edicion
génica existe un porcentaje que no se ha llegado a editar, bien porque no se han transfectado las
ribonucleoproteinas o porque no se ha producido la edicién. La cuestion es que se debe conseguir
un clon de cada linea celular donde el 100% de las células estén completamente editadas, para
poder continuar con el estudio y conseguir el objetivo final del proyecto.

Los siguientes pasos, una vez demostrada la existencia de una poblacion de células editadas
y no editadas en nuestra muestra, seria el aislamiento de un clon completamente editado. Para
definirlo, se utilizarian las PCRs previamente disefiadas y optimizadas. En el caso de que en la
PCR realizada con los Primers de Edicion aparezcan las bandas correspondientes con la edicion
génica y en la PCR realizada con los Primers Internos 1 no aparezca la banda correspondiente a
la amplificacion de la zona que se pretende delecionar, se puede concluir que el clon se encuentra
editado. Finalmente, para comprobar la edicion génica de manera definitiva, es necesario

secuenciar el clon para verificar si se ha delecionado el fragmento de interés.

Posteriormente, una vez confirmado por secuenciacién que el clon se encuentra
correctamente editado se realiza una extraccion de proteinas y se procede a realizar un Western
Blot para cuantificar la expresion de frataxina (Figura 13). Para comprobar si los niveles de
frataxina han aumentado o disminuido tras la edicion es necesario extraer también las proteinas
de la misma linea celular sin editar. Con ello, el objetivo final es determinar si con la edicién
génica y, por tanto, la eliminacion de la zona FRDA-DMR y la expansidn del triplete GAA, se ha

logrado aumentar los niveles de frataxina en todas las lineas celulares.

@ Poblacién de linfoblastos
.... editados y no editados
/’ ®g

| | . ‘ NOeditado —» DESCARTARLO
<
O- & - @ (i
Aislar un clon —
PCR para Extraccion de proteinas Western Blot

comprobar edicién

FXN

Figura 13. Representacion esquematica de la continuacion de la investigacion. Una vez comprobada
la presencia de células editadas en la muestra, se aisla un clon para confirmar su edicién mediante PCR y
secuenciacion. Si se confirma la edicion exitosa, se evalta el nivel de frataxina mediante un Western
Blot, comparandolo con la linea celular no editada, para determinar si se ha logrado aumentar la

produccion de frataxina.

De la misma forma, al eliminar toda la region flanqueada por la region FRDA-DMR y la

repeticion del triplete GAA, habria que estudiar si se esté eliminando también algiin promotor o
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potenciador que afecte a la transcripcion del gen FXN. Este gen pertenece al grupo de genes con
promotores CpG, lo que implica que carece de la caja TATA, un elemento regulador del promotor,
y contiene una isla CpG en las proximidades del TSS (Figura 1A). Se ha descrito que tanto el
exon 1 como las secuencias del intrén 1 (adyacentes al exén 1) desempefian un papel importante
en el inicio de la transcripcion del gen FXN ya que aguas abajo del TSS, entre el exon 1 y la
region proximal del intréon 1, se encuentran marcas de cromatina tipicas de regiones
reguladoras/potenciadoras, como la acetilacion o metilacion de histonas H3 (Li et al., 2020). Por
otro lado, se ha descrito en la regidon ubicada aguas arriba de la repeticion GAA del intrén 1 la
presencia de diferentes elementos que contribuyen a la actividad promotora del gen FXN, como
la caja E (Greene et al., 2007) o los sitios de unién a factores de transcripcion como el SRF o el
TFAP2 (Puspasari et al.,, 2011). Por lo que habria que comprobar si eliminando esta region

objetivo, se pierde alglin elemento regulatorio necesario para la transcripcion del gen FXN.

5.2. Perspectivas de futuro

Si finalmente se observa que con la delecion de la region FRDA-DMR vy la
hiperexpansidn del triplete GAA, los niveles de frataxina aumentan en todos los linfocitos de
pacientes con FRDA y se mantienen constantes en los linfocitos de pacientes sanos, es realista
asumir que la region hipermetilada descrita contribuye al silenciamiento del gen FXN y por tanto

es una buena diana terapéutica.

Por todo ello, un posible enfoque futuro podria ser el estudio de estas marcas epigenéticas
de manera individualizada, para conocer cuales de ellas son las responsables del silenciamiento
del gen FXN. Esta propuesta se basa en una edicion epigenética mediante CRISPR-dCas9 para
eliminar solamente aquellas CpGs metiladas que contribuyan a una menor expresion de la
frataxina, en vez de realizar una desmetilacién completa de las CpGs como se habia realizado en
estudios anteriores. Un primer planteamiento para realizar la desmetilacion de las CpGs
individuales podria basarse en la fusién de la endonucleasa Cas9 inactivada (dCas9) con el
dominio catalitico de TET1 (Morita et al., 2016). Sin embargo, como las proteinas TET no son
desmetilasas sino dioxigenasas, generan una serie de inconvenientes que conllevan consecuencias
transcripcionales poco claras (Spruijit et al., 2013). Por ello, en estudios mas recientes se ha
demostrado que simplemente con la endonucleasa dCas9 y una sgRNA que contenga la secuencia
de la CpG de interés, se puede lograr la desmetilacién completa de esta CpG. Puesto que al unirse
la dCas9 a la CpG sefialada, se bloguea la union de la enzima DNMT1 encargada de la metilacion
del ADN, por lo que dicha posicidon no serd susceptible de metilacion (Sapozhnikov & Szyf,
2021).
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6. CONCLUSION

En conclusidn, este estudio ha proporcionado una visién general sobre el planteamiento de
un nuevo enfoque para el tratamiento de la Ataxia de Friedreich (FRDA), centrandose
especificamente en la metilacion del ADN como una marca epigenética relevante en la
patogénesis de la enfermedad. En este trabajo se ha demostrado mediante la implantacion de
técnicas de edicion génica, la correcta funcionalidad de diferentes sgRNAs disefiadas para llevar
a cabo la delecién del fragmento de interés que comprende la region FRDA-DMR y la mutacion
genética responsable de la FRDA. Ademas, se ha validado el protocolo de CRISPR-Cas9

empleado para realizar la edicién génica.

Finalmente cabe destacar que el estudio de la edicion génica y la epigenética en el contexto
de la FRDA representa un avance hacia el desarrollo de terapias mas efectivas y personalizadas
para esta enfermedad neurodegenerativa. No obstante, es importante destacar que, aunque estas
técnicas presentan un gran potencial, todavia existen desafios que deben abordarse antes de una

aplicacion clinica.
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8. ANEXOS

Anexo |. Objetivos de desarrollo sostenible
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Anexo Il. Fragmento de la posicion nucleotidica 5190 a la 8080 del gen FXN [REF]. Se representa en
mayusculas el exon 1 (5190-5385) cuya CDS va desde la posicidn (5221 a la 5385) y en minusculas parte
del intrén 1; resaltado en azul se marca la zona aproximada de metilacion (FRDA-DMR); resaltado en
amarillo, verde y rosa se marca la secuencia guia sgRNA-AA, sgRNA-AB y sgRNA-AQ respectivamente;
subrayado en negro se marca la secuenica PAM; de color rojo y subrayado se marca la secuencia de los
primers FXN | exon 1A.dir y Edit WT gPCR deletion.rev respectivamente; en color morado y subrayado
se marca la secuencia del primer Wt-edit gPCR deletion.dir; en color azul y subrayado se marca la secuencia
del primer Intron FXN.rev; en en color amarillo y subrayado se marca la secuencia del primer Deletion
FXN.dir; y por dltimo, marcada con una llave se muestra la zona que se busca delecionar, que contiene la
region FRDA-DMR vy la hiperexpansion del triplete GAA.

AGGGCGGAGCGGGCGGCAGACCCGGAGCAGCATGTGGACTCTCGGGCGCCGCGCAGTAGCCGGCCTCCTGGC
GTCACCCAGCCCAGCCCAGGCCCAGACCCTCACCCGGGTCCCGCGGCCGGCAGAGTTGGCCCCACTCTGCGG
CCGCCGTGGCCTGCGCACCCACATCCATCGCCACCTGCACGCCCCGCCGCGCAgtaagtateccgegeccgggaa
cagccgcgggcecgcacgcecgecgggecgecacgecgcacgectgegecagggaggegecgegecacgecggggteg
ctcegggtacgegegetggactagetcaccecgetecttetcagggeggececggeggaageggecttgecaac
tceccttectctggtteteceggttgeatttacactggecttctgectttccgaaggaaaaggggacattttgtece
tgcggtgegactgegggtcaaggecacgggegaaggcagggcaggctggtggaggggaceggttecgaggggt
gtgcggctgtctccatgecttgtcacttectectgegataacttgtttcagtaatattaatagatggtatetget
agtatatacatacacataatgtgtgtgtctgtgtgtatctgtatatagcgtgtgtgttgtgtgtgtgtgttt
gcgcgcacgggcgcgcgcacacctaatattttcaaggetggatttttttgaacgaaatgetttectggaacyg
aggtgaaactttcagagctgcagaatagctagagcagcaggggeccctggettttggaaactgaccegacctt
tattccagattctgccccactccgecagagetgtgtgaccttgggggatteccectaacctetetgagacgtgg
ctttgttttctgtagggagaagataaaggtgacgcccattttgcggacctggtgtgaggattaaatgggaat
aacatagataaagtcttcagaacttcaaattagttccecctttettectttggggggtacaaagaaatatcectyg

acccagttacgccacggcttgaaaggaggaa gatgaggaagattcctcaagg
ggaggacatggtatttaatgagggtcttgaagatgccaaggaagtggtagagggtgtttcacgaggagggaa
ccgtctgggcaaaggccaggaaggcggaaggggatececttcagagtggetggtacgeccgecatgtattagggg
agatgaaagaggcaggccacgtccaagccatatttgtgttgetcteccggagtttgtactttaggettgaact
tcccacacgtgttatttggecccacattgtgtttgaagaaactttgggattggttgeccagtgecttaaaagtta
ggacttagaaaatggatttcctggcaggacgcggtggctcatgeeccataatctcagecactttgggaggecta
ggaaggtggatcacctgaggtccggagttcaagactaacctggccaacatggtgaaacccagtatctactaa
aaaatacaaaaaaaaaaaaaaaagaagaagaagaagaagaaaataaagaaaagttagccgggcgtggtgteg
cgcgcctgtaatcccagctactccagaggectgecggcaggagaatecgettgageccgggaggcagaggttgea
ttaagccaagatcgecccaatgecactcecggectgggcgacagagcaagactccgtctcaaaaaataataataa
taaataaaaataaaaaataaaatgqatttcccaqcatctctggaaaaataggcaagtgtggccatgatggtg
cttagatctcctectaggaaagecagacatttattacttggecttectgtgecactatcectgagety ¢
cttc *1(ccctgcctgtgtggacagcatgggttgtcaqcagagttgtgttttgttttgtttttttqagaca
gagtttccctecttgttgcccaggectggagtgcagtggctcagt
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Anexo 1. Tamafio y fragmentos generados tras la amplificacion por PCR con los Primers de Edicion
(Primer FXN 1A.dir+ Edit WT gPCR deletion.rev). La edicion génica usando las guias sgRNA-AA y
SgRNA-AQ dan lugar al primer fragmento de la figura de un tamafio aproximado de 376 pb, mientras que
la edicidn génica usando las guias SgRNA-AB y sgRNA-AQ dan lugar al segundo fragmento de la figura
de un tamafio aproximado de 311 pb. Por otro lado, se muestra el tamafio y los fragmentos generados tras
la amplificaicon por PCR con los Primers Internos 2 (WT-edit gPCR deletion.dir + intrén FXN.rev) que se
corresponde con un tamafio de 238 pb y con los primers internos 1 (FXN deletion.dir + intron FXN.rev)

que se corresponde con un tamarfio de 435 pb.

Fragmento Primers Edicion con las guias sgRNA-AA/sgRNA-AQ de 376 pb

ACCCACATCGATCCCACCTGCACGCCCCGCCGCGCAgtaagtatececgegecgggaacagecgecgggeccgeac
gccgcgggecgcacgccgcacgcecctgegcagggaggcgeccgecgcacgecggggtegeteccgggtacgegege
tggactagctcaccccgectececttectcagggeggececggeggaageggecttgecaactececcttetetggttet
cceggttgecatttacactggecttctgetttccgaaggaaaaggggacattttgtectgeggtgegactgegg
gtcaaggcactagatctcctctaggaaagcagacatttattacttggcttctgtgcactatctgagctwf"'

Fragmento Primers Edicion con las guias sgRNA-AB/sgRNA-AQ de 311 pb
ACCCGACATCGATGCGACCTGCACGCCCCGCCGCGCAgtaagtatccgegeccgggaacageccgcgggeccgceac
gccgcgggecgcacgcecgecacgectgegecagggaggcgecgegcacgecggggtegetececgggtacgegege
tggactagctcaccccgectcececttectcagggeggececggeggaageggecttgecaactececcttectectggttet
cccggttgecatttacactagatctecctetaggaaagecagacatttattacttggettectgtgecactatetga
gctf.'f“.”..ijiﬁfl“ gL tgggcittccac

Fragmento Primers Internos 2 de 238 pb
aggccacgtcce ~catatttgtgttgctctccggagtttgtactttaggcttgaacttcccacacgtgt
tatttggcccacattgtgtttgaagaaactttgqgattggttgccagtgcttaaaagttaggacttagaaaa

tggatttcctggcaggacgcggtggctcatgeccataatctcagecactttgggaggectaggaaggtggate

acctgaggtccggagttcaaga

Fragmento Primers Internos 1 de 435 pb

gatgaggaagattcctcaaggggaggacatggtatttaatgagggtcttgaa
gatgccaaggaagtggtagagggtgtttcacgaggagggaaccgtctgggcaaaggccaggaaggcggaagg
ggatcccttcagagtggectggtacgeccgecatgtattaggggagatgaaagaggecagoccacgtccaagecat
atttgtgttgctctcecggagtttgtactttaggcttgaacttecccacacgtgttatttggeccacattgtgt
ttgaagaaactttgggattggttgccagtgecttaaaagttaggacttagaaaatggatttectggcaggacyg
cggtggctcatgcccataatctcagcactttgggaggecctaggaaggtggatcacctgaggtceggagttca
aga
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Anexo IV: Condiciones Optimas de la PCR para los Primers de Edicion (Primer FXN 1A.dir+ Edit WT
gPCR deletion.rev). A. Volimenes para la preparacion del mix de PCR. *Calculados para un pocillo, si se
van a usar mas pocillos habra que recalcular los volimenes. B. Programa del termociclador optimizado
para el protocolo de PCR.

A
| e VoGl

Agua libre de RNAsas Volumen restante hasta llegar a 25 pL"
Buffer 10X with MgCl. 2,5uL”
dNTPs (200 pm/pL) 1puL”
Primers 1" pL primer forward + 1" pL primer reverse
DMSO 0,5 uL*
Taq BioTools 1U/uL 0,5 uL”
Muestra (50 ng/uL) Volumen para 50 ng/uL
Volumen total por pocillo 25 L

B

Activacion

Amplificacion

96°C 20 seg
57°C 30 seg 30 ciclos
72°C 30 seg

Extension Final

Mantenimiento ‘

4°C Infinito
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Anexo V: Condiciones 6ptimas de la PCR para los Primers Internos 1 (FXN deletion.dir + intron FXN.rev).
A. Volumenes para la preparacion del mix de PCR. *Calculados para un pocillo, si se van a usar mas
pocillos habré que recalcular los volimenes. B. Programa del termociclador optimizado para el protocolo
de PCR.

A
| e VoGl
Agua libre de RNAsas Volumen restante hasta llegar a 25 pL"
Buffer 10X with MgCl. 2,5uL”
dNTPs (200 pm/pL) 1puL”
Primers 1 pL” primer forward + 1 puL" primer reverse
Taq BioTools 1U/uL 0,5uL”
Muestra (50 ng/uL) Volumen para 50 ng/uL
Volumen total por pocillo 25 L
B

Activacion

Amplificacion

96°C 20 seg
61°C 30 seg 30 ciclos
72°C 30 seg

Extension Final

Mantenimiento ‘

Infinito
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