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Titulo del proyecto: Empleo de la subclonacién para la caracterizacidn de variantes alélicas en
el gen SAMDJL tras la técnica de edicidn genética CRISPR/Cas9.

Resumen:

Las neoplasias mieloides hereditarias son un grupo de enfermedades clonales de la sangre y de
la médula dsea caracterizadas por la proliferaciéon incontrolada de mielocitos inmaduros,
aumentando, como consecuencia, el nimero de células andmalas que circulan por la sangre. Se
ha determinado que mutaciones germinales en el gen SAMDIL se asocian a esta patologia.

El objetivo global del proyecto es recrear cuatro variantes germinales detectadas en el gen
SAMDSYL, dos de las cuales estan ya descritas, mientras que las otras dos son de novo y estan
clasificadas como de significado incierto. Para ello, se emplea la técnica de edicidon del genoma
CRISPR/Cas9 junto con la técnica de electroporacion en la linea celular HL-60. Se pretende
estudiar el impacto de dichas mutaciones en células “knock-in” editadas, realizando ensayos
funcionales in vitro e in vivo.

En este contexto, existen varias formas de comprobar que las mutaciones puntuales se han
introducido correctamente, siendo una de ellas la técnica de subclonacién, en la que estd basado
este Trabajo Fin de Grado. Este proceso utiliza el plasmido pBlueScript como vector de clonacidn,
sobre el cual se liga el inserto potencialmente editado. El inserto procede de la amplificacion por
PCR de la zona flanqueante al punto de edicion en células electroporadas con
ribonucleoproteinas CRISPR/Cas9 y ssODN como ADN molde. A continuacion, el producto de la
ligacién es transformado en bacterias E. coli competentes y sembradas en medio LB con
ampicilina. Finalmente, se seleccionan las bacterias transformadas con el vector recombinado,
y mediante la secuenciacién por Sanger de los insertos, se comprueba si se han obtenido las
variantes genéticas deseadas.

El empleo de la subclonacién ha permitido caracterizar las diferentes ediciones generadas en el
gen SAMD9IL mediante CRISPR/Cas9. Se han obtenido buenas eficiencias de recombinacién para
dos de las variantes estudiadas. En concreto, las variantes T233N y N697Y fueron recombinadas
con una eficiencia del 26,32% y 46,67%, respectivamente.

Palabras clave: Neoplasia mieloide hereditaria, SAMDYL, variante genética, subcloning, PCR,
edicion genética CRISPR/Cas9.
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Tittle: Use of subcloning for the characterization of allelic variants in the SAMDIL gene after the
CRISPR/Cas9 gene editing technique.

Abstract:

Hereditary myeloid neoplasms are a group of clonal diseases of the blood and bone marrow
characterized by the uncontrolled proliferation of immature myelocytes, consequently
increasing the number of abnormal cells circulating in the blood. It has been determined that
mutations in the SAMDJIL gene are associated with this pathology.

The overall objective of the project is to recreate four germline variants detected in the SAMDIL
gene, two of which are already described, while the other two are de novo and have been
classified as variant of uncertain significance. For this purpose, the CRISPR/Cas9 genome editing
technique is used together with the electroporation technique in the HL-60 cell line. We intend
to study the impact of these mutations in edited “knock-in” cells, performing functional assays
in vitro and in vivo.

In this context, there are several ways to check that the point mutations have been introduced
correctly, one of them being the subcloning technique, on which this Final Degree Project is
based. This process uses the pBlueScript plasmid as a cloning vector, on which the potentially
edited insert is ligated. The insert is obtained by PCR amplification of the region flanking the
edited site in cells electroporated with CRISPR/Cas9 ribonucleoproteins and ssODN as a
template DNA. The ligation product is then transformed into competent E. coli bacteria and
seeded in LB medium with ampicillin. Finally, bacteria transformed with the recombinant vector
are selected, and Sanger sequencing of the inserts is used to check whether the desired genetic
variants have been obtained.

The use of subcloning allow us to characterize the different edits generated by CRISPR/Cas9.
Good recombination efficiencies have been obtained for two of the variants studied. Concretely,
the T233N and N697Y variants were recombined with an efficiency of 26.32% and 46.67%,
respectively.

Keywords: Inherited myeloid neoplasm, SAMD9YL, genetic variant, subcloning, PCR, CRISPR/Cas9
gene editing.
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OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

A. Grado de relacidon del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Alto Medio Bajo No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpia y saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante

X X X X X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X
ODS 10. Reduccidn de las desigualdades

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS 12. Produccion y consumo responsables

ODS 13. Accion por el clima

ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres

ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas

X X X X X X X X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

B. Alineacidn del TFG con los ODS, marcados en la tabla anterior, con un grado alto.

El presente trabajo contribuye con un grado alto al ODS 3, centrado en “garantizar una vida sana
y promover el bienestar para todos en todas las edades” (UNITED NATIONS, 2024). El proyecto
de investigacién relacionado con mi TFG pretende estudiar mutaciones germinales en el gen
SAMDSIL asociadas a neoplasias mieloides hereditarias, lo que permite conocer mas a fondo las
bases genéticas de esta enfermedad. Al comprender mejor el efecto que estas variantes tienen
sobre la salud del paciente, las terapias disefiadas pueden ser mas personalizadas y efectivas, lo
gue supone un progreso en el sistema sanitario y cumple directamente con el ODS 3. Por otro
lado, las neoplasias mieloides son enfermedades que tienen un impacto a nivel mundial y, en
algunos casos, suponen una causa de mortalidad. La investigacion en este campo puede
conseguir avances en el diagndstico temprano y prondstico de estas enfermedades, todo ello
con el objetivo de intentar mejorar el manejo y la calidad de vida de los pacientes, relacionado

también con el ODS 3.
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1. INTRODUCCION

1.1. Neoplasias Hematopoyéticas

La hematopoyesis es el proceso por el cual las células madre hematopoyéticas inmaduras
ubicadas en la médula désea se dividen, dando lugar a una célula con las mismas caracteristicas
gue la progenitora y a una nueva célula sanguinea que pierde la capacidad de autorrenovarse.
Esta Ultima se comporta como precursora, adquiriendo una nueva capacidad de diferenciarse a
hacia el linaje linfoide o el mieloide (Orkin y Zon, 2008). Durante este proceso de division, las
células madre hematopoyéticas pueden proliferar de forma descontrolada, acumulando
mutaciones genéticas en las células precursoras y que, como consecuencia, aparezcan
neoplasias hematoldgicas. En funcidn del linaje afectado, las neoplasias pueden ser linfoides o
mieloides. El presente Trabajo de Fin de Grado se centra en las neoplasias del linaje mieloide,
donde se incluyen el sindrome mielodisplasico (SMD) y la leucemia mieloide aguda (LMA), entre
otras (Pardo, 2018).

1.1.1. Neoplasias Mieloides Hereditarias

Las neoplasias mieloides son un conjunto de enfermedades hematoldgicas en las que las células
progenitoras de este linaje de la médula dsea sufren una expansion clonal que imposibilita la
diferenciacion a gldbulos rojos, globulos blancos y plaquetas (Carbonell, 2019). Como
consecuencia, las células progenitoras pierden parcialmente su funcién dejando al sujeto

desprovisto de células sanguineas sanas (Orkin y Zon, 2008).

Concretamente, en el SMD las células precursoras sufren anomalias morfoldgicas a causa de una
hematopoyesis alterada, disminuyendo la cantidad de células sanguineas en sangre periférica
(Arber et al., 2016). Esta enfermedad evoluciona lenta y progresivamente, y aproximadamente
en el 30% de los casos puede derivar en leucemia mieloide aguda (LMA) secundaria. Sin
embargo, la LMA puede surgir también de novo como consecuencia de la acumulacién de
mutaciones genéticas y reordenamientos cromosdmicos e incluso como consecuencia de
tratamientos oncoldgicos como agentes alquilantes, radiacion o quimioterapias (LMA
relacionada con la terapia) (De Kouchkovsky y Abdul-Hay, 2016). Estos cambios moleculares
bloquean la apoptosis y diferenciacién celular y confieren a la poblacién clonal de células
mieloides ventajas de supervivencia y proliferacion (Rubnitz et al., 2008). Aunque ambos tipos
de neoplasias pueden aparecer en nifios, es mas frecuente encontrarlas en la etapa adulta

(Pardo, 2018), siendo la LMA la leucemia de novo méas comun en adultos (Carbonell, 2019).

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocié como una entidad propia las
neoplasias mieloides con predisposicion germinal (Arber et al., 2016), a pesar de que hacia ya
varias décadas que se conocia la predisposicion de algunas familias a padecer este tipo de
enfermedades. Por ello, como en el 4-13% de casos pediatricos y en el 5-15% de casos adultos
diagnosticados con SMD o LMA se trata de enfermedades hereditarias (Baliakas et al., 2019), es
imprescindible conocer las mutaciones germinales asociadas a estos sindromes mediante el

empleo de las nuevas técnicas de biologia molecular (Roque etal., 2018). Estrategias de
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secuenciaciéon masiva (NGS) han determinado algunos de los genes asociados a casos
hereditarios de SMD y LMA. La mayoria de estos genes codifican para reguladores o factores de
transcripcién hematopoyéticos, como por ejemplo GATA2, RUNX1, CEBPA, ETV6, DDX41,
SAMDSY, SAMDSL, y TET2, donde se han hallado mutaciones heterocigotas. La identificacion de
estos genes es muy importante para comprender la patogénesis de la enfermedad y poder

establecer terapias mas personalizadas y efectivas (Sahoo et al., 2020).

Arber etal. (2016) clasificd los genes asociados con predisposicién genética a neoplasias
mieloides en distintos sindromes en funcidn de las caracteristicas clinicas y genéticas observadas
en los pacientes con estos trastornos. Segun esto, los genes DDX41, TP53 y CEBPA se incluyen
en los sindromes sin enfermedad preexistente o disfuncidn organica previa, mientras que los
genes ANKRD26, ETV6 y RUNX1 se incluyen en aquellos con trastornos plaquetarios
preexistentes. Por ultimo, dentro de las neoplasias mieloides con disfuncidén orgdnica se incluyen
los genes GATA2, SAMDS9 y su gen homadlogo SAMDSIL. Las variantes germinales que se pretender

modelizar en el proyecto relacionado con el presente TFG corresponden a este ultimo gen.

1.1.2. Variantes germinales en SAMDSIL

El gen SAMDYL se ubica en el cromosoma 7q21.2 y codifica para la proteina SAMDOL,
perteneciente a la familia de proteinas SAMD9, con funciones celulares importantes como la
respuesta antiviral, la supresidon tumoral, la inflamacidn y el desarrollo. Las mutaciones en este
gen alteran la funcion de la proteina resultante, influyendo significativamente en la

predisposicidn genética a neoplasias mieloides como SMD y LMA (Sahoo et al., 2020).

Hasta el momento, se han identificado en un total de 110 pacientes sintomaticos 26 mutaciones
germinales en el gen SAMDOIL, generalmente excluyentes, siendo la mayoria de ellas de sentido
erroneo y localizadas en la segunda mitad de la proteina SAMDIL. Las manifestaciones clinicas
de estos pacientes incluyen disminuciones en el nimero de células sanguineas en sangre
periférica, conocidas como citopenias, y SMD con pérdida del cromosoma 7 (Sahoo et al., 2020),

entre otras.

Dos de las variantes del gen SAMDSIL que se van a modelizar, y que ya han sido descritas con
anterioridad, son T233N y H880Q (Fig. 1). La variante T233N es una mutacién de pérdida de
funcién en la que se produce el cambio de base de una citosina a una adenina, y como
consecuencia, el cambio del aminoacido treonina a asparagina en la posicidn 233 del gen. Un
estudio realizado por Tesi etal. (2017) determind que esta variante resultaba en una
disminucién de la proliferacién en células 293FT al compararlas con la proteina SAMDIL wild-
type (wt). Por otro lado, la variante H880Q es una mutacion de ganancia de funcidn en la que se
produce el cambio de base de una citosina a una adenina, pero en este caso, se produce el
cambio del aminodcido histidina por glutamina. Los resultados del estudio publicado por Wong
et al. (2018) detallan los efectos negativos que esta variante muestra sobre el ciclo celular,

contribuyendo al desarrollo de LMA y SMD.



NéE93IY
»

| san AlbA /PPR PLioop NTPase ij

T233N Hss0Q

Figura 1. Mutaciones germinales del gen SAMD9IL. (Modificada de Wong et al. (2018)).
llustracidn esquematica de los dominios del gen SAMDSIL junto con las cuatro mutaciones
de la linea germinal y su posiciéon en el gen. SAM, sterile a motif domain; AlbA,
acetylation lowers binding affinity; SIR2, silent mating—type information regulation 2; P-
loop NTPase, P-loop—containing nucleoside triphosphate hydrolase; TPR,
tetratricopeptide repeat—containing domain; OB, oligonucleotide/oligosaccharide—

binding fold domain. Variantes descritas en verde y variantes de novo en morado.

Ademas, se pretende modelizar otras dos variantes encontradas en pacientes del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe, N697Y y K1294* (Fig. 1), que son de novo y se han clasificado
como variantes de significado incierto, de siglas VUS, al aplicar las guias del Colegio de Genética
y Gendmica Médicas y la Asociacién de Patologia Molecular de EE.UU (ACMG/AMP) (Richards
et al., 2015), lo cual hace referencia al desconocimiento de si esas mutaciones tienen un efecto
patogénico, benigno o neutro en el paciente (NIH, 2024). La variante N697Y es una mutacion
gue ha sido encontrada en una mujer de 31 afios que padece de LMA, y supone el cambio de
una adenina por una timina que permite que una asparagina sea reemplazada por una tirosina.
Por ultimo, la variante K1294* se encontré en otra mujer de 53 afios con SMD, donde un cambio

de una adenina por una timina generaba un codén de parada en la proteina SAMDIL.

1.2. Edicién genética mediante CRISPR/Cas9

La técnica seleccionada para introducir los cambios deseados en el gen SAMDIL es la técnica de
edicién del genoma CRISPR/Cas9 (Fig. 2). Las CRISPR, acrénimo en inglés de “Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats”, o en espaiol “Repeticiones Palindrémicas Cortas
Agrupadas y Regularmente Espaciadas”, son secuencias repetidas del genoma bacteriano que,
cuando se combinan con proteinas asociadas a CRISPR (Cas), se convierten en una herramienta
muy util en la edicidn gendmica. Estas secuencias fueron descubiertas en microbios en el afio
1987, y en 2003 se determind que formaban parte de su sistema inmunoldgico adaptativo, de
manera que las bacterias activan estos eventos de forma natural para defenderse frente a la
invasién de virus (Lander, 2016; Redman et al., 2016). En la actualidad, estos eventos han
revolucionado el ambito de la ingenieria genética, pudiendo ser empleados para la introduccion
de mutaciones en posiciones concretas del genoma, aunque también para corregir mutaciones

o para adicionar y eliminar material genético (Redman et al., 2016).

A pesar de que existen otras tecnologias de edicién del genoma (TALENs o ZFN), la versatilidad,
sencillez, eficiencia, facilidad de diseiio y asequibilidad de CRISPR la han impulsado a convertirse
en una de las herramientas mas potentes en la edicion genémica (Lammoglia-Cobo et al., 2016;
Montoliu, 2017). Por todo ello, esta tecnologia puede ser utilizada en distintos ambitos, como

en la generacion de organismos modelo para el estudio detallado de enfermedades, modulacién



de la transcripcién génica o ensayos con farmacos (Lopez, 2022; Lopez, 2015). En el proyecto de
investigacion en el que se enmarca el presente TFG, se emplea la técnica de edicion CRISPR/Cas9
para recrear variantes germinales en el gen SAMDSIL, asociado a las neoplasias mieloides

hereditarias.

La tecnologia CRISPR requiere de dos componentes imprescindibles: la enzima Cas9 y una guia
Unica de ARN (ARNsg). Las guias son secuencias de ARN disefiadas para reconocer el lugar
especifico donde se desea hacer la edicion, de tal forma que su funcién es indicarle a la
endonucleasa Cas9 el lugar exacto donde cortar, que debe estar lo mas cerca posible del cambio
de nucledtido deseado (Liu et al., 2017).

El ARNsg esta formado por dos moléculas de ARN unidas mediante un bucle en forma de
horquilla: el ARN CRISPR (ARNcr) y el ARN CRISPR transactivador (ARNtracr). La primera tiene
una secuencia, llamada espaciador, que empareja especificamente con la secuencia de ADN
objetivo de 20 nt, llamada protoespaciador, mientras que la segunda se encarga de activar a la
enzima Cas9 (IDT, 2024). La principal caracteristica del disefio del espaciador es que la secuencia
que reconoce debe ser adyacente a un motivo NGG (entendiendo “N” como cualquier base
nitrogenada), también conocido como motivo adyacente al protoespaciador (PAM) (Ma et al.,
2014). Esto es un requerimiento esencial para que la Cas9 pueda realizar su funcién, variando la
secuencia nucleotidica de PAM en funcién del origen microbiano del que proceda la enzima (Hsu
et al., 2014).

Hebra S:cumlar‘la ADN ‘io
b RuvC -\PAM
5' 3
2
ARNcr
a
ADN ' A
Hebra Primarid HN:E (

1 ARNtracr

T

Figura 2. Esquema del sistema CRISPR/Cas9. (Modificada de Sinclair et al. (2023)). La
hebra primaria de la secuencia de ADN hibrida con el ARNcr mientras ARNtracr atrae a la
Cas9. Los dominios HNH y RuvC de la endonucleasa generan roturas en la hebra primaria
y secundaria, respectivamente, gracias a la presencia de una secuencia PAM situada 3 pb

aguas abajo.

La Cas9 es una endonucleasa que corta secuencias de nucledtidos 3 pb aguas arriba de la
secuencia conservada PAM, y estd formada por dos dominios: un dominio de nucleasa HNH que
escinde la hebra complementaria a la guia (es decir, la hebra objetivo), y un dominio similar a
RuvC que escinde la hebra no objetivo (es decir, la complementaria a la hebra obijetivo),

generando, por tanto, roturas bicatenarias (o double-strand breaks, DSB) (Jinek et al., 2012;
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Redman et al., 2016). Como los dafios producidos pueden ser letales, las células activan
mecanismos necesarios para reparar esta rotura, ya sea por unién de extremos no homaélogos

(NHE)J) o reparacion directa por homologia (HDR) (Fig. 3) (Lucas, 2022).

De manera natural, las células activan la via de reparacion NHEJ, caracterizada por la ausencia
de molde de reparacion. En esta via, las cadenas se vuelven a ligar de manera aleatoria
generando inserciones o deleciones (indels), que desembocan en errores como pueden ser
cambios en la pauta de lectura y aparicién de codones de terminacién prematuros que truncan
la proteina, elimindandose asi genes y pudiendo causar pérdidas de funcién proteica (Liu et al.,
2017; Ran et al., 2013). Esta via es la indicada para la generacién de modelos knock-out (KO)
(Lucas, 2022).

Corle doble cadena

’ia TTTTITTTIT
a) NHEJ b) HDR
e -
| ADN molde
Indel 1
Codén de parada | i EHH IR
prematuro

Figura 3. Vias de reparacion de roturas bicatenarias generadas por CRISPR/Cas9.
(Modificada de Lépez (2022)). a) Reparacion no homdloga (NHEJ). Adicidon de bases
aleatorias que generan indels e incluso codones de parada prematuros. b) Reparacién
homdloga (HDR). Se emplea un molde de reparaciéon para adicionar mutaciones

puntuales.

Sin embargo, la via de reparacion NHEJ no permite el cambio de un nucleétido concreto, por lo
que, en este caso, se requiere que la rotura bicatenaria sea reparada por la via de reparacion
menos frecuente HDR, generando modelos knock-in (KI) (Lucas, 2022). En esta via, se disefia un
ADN donante que actlia como molde de reparacion. En el proyecto en el que se enmarca este
TFG, como ADN donante se ha empleado un oligonucleétido monocatenario (ssODN). En su
secuencia estd contenida la mutacién puntual que se desea introducir asi como mutaciones
silenciosas que crean sitios de restriccidn. Se utiliza la estrategia de incorporar sitios de enzimas
de restriccion en el ADN donante, en este caso ssODN, para facilitar el screening de los clones

recombinantes (Lopez, 2015).

Para que se produzca la edicién, pueden emplearse vectores de expresién, como plasmidos, que
administren la enzima Cas9 y la guia ARNsg al interior de la célula. Sin embargo, si se desea
asegurar una edicién gendmica transitoria, la endonucleasa se combina con la guia formando un

complejo ribonucleoproteico (RNP) que se introduce en las células mediante electroporacion.
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Un pulso corto de corriente eléctrica genera poros en las membranas plasmaticas celulares,
aumentando temporalmente su permeabilidad y permitiendo la entrada de la RNP a su interior
(IDT, 2024). En el proyecto en el que se enmarca este TFG, para los experimentos de edicién
genética por HDR del gen SAMDIL con RNP, se emplea la linea celular leucémica humana HL-60
(Fig. 4).

La administracién de la RNP reduce el riesgo de desviarse del objetivo (se reducen los efectos
off-target), ademas de ofrecer una funcién inmediata nada mas ser entregado, presentando
ventajas frente al empleo de plasmidos (Farboud et al., 2018). Junto a la RNP, se afiaden también

el ssODN, asi como potenciadores de la electroporacién y potenciadores del HDR.

Modelo celular Ki

Q0O
CRISPR/Casq RNP + ssODN + oo o

potenciador eleciroporacion + °
potenciador HDR

Linea celutar HL-60 Electroporacion en bulk Siembra de célula \inica

l

Subelonacion

Figura 4. Diagrama de generacion de modelos knock-in de variantes germinales de
SAMDIL. Las células HL-60 se electroporan con los elementos del sistema CRISPR/Cas9.
Cuando el pool celular se recupera, se extrae ADN para hacer el subcloning y, por otro
lado, las células se siembran como célula Unica mediante FACS-sorting. De los clones
crecidos se extrae ADN para hacer el screening molecular por PCR, digestion y

secuenciacion Sanger. Aquellos clones positivos se expanden y se congelan.

1.3. Procedimiento de Subclonacion
A pesar de que existen otras formas de comprobar que se han realizado las ediciones deseadas
en el gen SAMDYL, en este TFG se emplea la subclonacidn como técnica de caracterizacion de

las variantes alélicas generadas por CRISPR/Cas9.

La subclonacién es un procedimiento tradicionalmente empleado para transferir fragmentos de
ADN de un vector a otro, entendiendo como vector un plasmido, cdsmido o fago. Esencialmente,
los vectores de clonacidn deben contener en su estructura un gen de resistencia a un antibidtico,
asi como varios sitios de restriccion (contenidos todos ellos en el sitio de clonacion multiple o
MCS), que permitan la insercién del fragmento de ADN a clonar (inserto) en su interior. Ademas,
los vectores deben presentar un origen de replicacién, lo que les otorga la capacidad de
replicarse dentro de una célula huésped de manera independiente a su genoma (Betancor et al.,
2008; Taghian y Nickoloff, 1996).



En la subclonacién, se diferencia un primer paso de preparacion del vector, el cual debe ser
digerido por enzimas de restricciéon (linealizacion), desfosforilado y purificado (Fig. 5). La

desfosforilacién del vector digerido es esencial para evitar la religacién de sus cadenas.

Paralelamente, se prepara también el inserto, que debe ser digerido por las mismas enzimas de
restriccion creando extremos cohesivos o romos en funcién de la enzima empleada, y fosforilado
porque la enzima T4 ADN ligasa necesita un fosfato en el extremo 5’ y un -OH en el extremo 3’

para poder insertar el fragmento de ADN en el vector (ThermoFisher, 2024).

Por tanto, una T4 ADN ligasa une el fragmento de ADN al vector y el producto de la ligacién es
transformado en bacterias tratadas previamente para convertirlas en competentes
(ThermoFisher, 2024). La competencia de las bacterias es un requisito fundamental para
permitir la entrada del pldsmido a su interior, siendo imposible conseguir una subclonacion

exitosa si el huésped no es competente (Betancor et al., 2008).

El Ultimo paso consiste en sembrar las bacterias transformadas en placas de cultivo,
seleccionando mediante procedimientos de deteccién fenotipicos las bacterias que han

incorporado el plasmido (Taghian y Nickoloff, 1996).
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Figura 5. Procedimiento de subclonacion. (Modificado de Thermofisher (2024)). a)
Ligacion mediante extremos romos del inserto al vector de clonacion, que contiene un
gen de resistencia a la ampicilina (AMP). b) Transformacién de bacterias competentes
con el vector recombinado. c) Siembra de bacterias transformadas en placa de LB agar
suplementada con ampicilina. d) Empleo del screening azul/blanco para la seleccién de

colonias positivas.

El vector escogido para llevar a cabo la subclonacion es el pldsmido pBlueScript. Se trata de una
molécula circular de ADN de doble cadena caracterizada por contener el gen lac Z (lacZ AM15)
que codifica para una versién truncada de la B-galactosidasa, otorgandole a las colonias
transformadas con el plasmido una coloracién azulada en presencia del sustrato X-Gal (Tsai

et al., 2002). Esta caracteristica es aprovechada para identificar de forma visual qué colonias han



incorporado en su interior el pldsmido ligado con el inserto, puesto que entonces el operdn
lactosa sera interrumpido, dejando de sintetizar la B-galactosidasa y observando colonias de
color blanco (Taghian y Nickoloff, 1996). Esto ultimo, se debe a que el corte realizado durante la
digestion del vector se llevé a cabo en el sitio de restriccién EcoRV ubicado en medio de dicho
gen (Coll et al., 2011; Tsai et al., 2002).

Por otro lado, el vector pBlueScript también contiene un sitio promotor para la RNA polimerasa
T7 y otro promotor para la RNA polimerasa del bacteriéfago T3, ademas de sitios de alineacidn
para los cebadores M13 directo y reverso y el gen de resistencia a la ampicilina (Diaz et al., 2001).
Este gen es importante durante el proceso de transformacién, ya que las bacterias competentes
empleadas no tienen resistencia a este antibiético, empledndolo como marcador de selecciéon
de las bacterias que han introducido el vector. De este modo, las bacterias que no hayan
introducido el vector en su interior no seran capaces de crecer en un medio con ampicilina
(Olvera, 2020).

Todas las colonias que crecen en la placa deben haber introducido el vector pBlueScript, por la
resistencia a la ampicilina que le otorgan. Sin embargo, no todos los vectores se ligan con el
inserto modificado, viendo diferencias en la coloracién de las colonias. La coloracién azul
procede del metabolismo del sustrato cromogénico X-Gal por parte de la enzima B-
galactosidasa, sintetizada por el vector pBlueScript cuando su gen estd intacto. Las colonias que
presenten esta coloracion no son interesantes, debido a la ausencia de inserto en el interior del
pldasmido. Por otro lado, cuando las colonias presenten una coloracién blanca querra decir que
la degradacién de X-Gal no estd teniendo lugar, porque la sintesis de la B-galactosidasa estd
impedida por la insercidon del fragmento de ADN en el MCS del plasmido. Por tanto, estas

colonias blancas son las de interés para estudios posteriores (Taghian y Nickoloff, 1996).



2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los ultimos afios, la técnica de edicién CRISPR/Cas9 ha supuesto una revolucién en el campo
de la ingenieria genética, como ya se ha comentado en la introduccién, por las ventajas que la
caracterizan. Su flexibilidad, eficiencia, bajo coste y simplicidad han impulsado su seleccién
como herramienta para recrear mutaciones en posiciones concretas del genoma. Asi mismo, se
escoge la técnica de subclonacion para asegurar que la edicién mediante CRISPR/Cas9 se ha
efectuado correctamente, al ser la subclonacién mas rapida y econédmica que otras técnicas.
Este TFG forma parte de un proyecto de investigacion llevado a cabo en el IIS la Fe, titulado
“Caracterizacidon funcional de variantes germinales en neoplasias mieloides hereditarias”
(PDI2022-1366600B-100) donde uno de los objetivos es modelizar cuatro variantes germinales
detectadas en el gen SAMDIL de pacientes con neoplasias mieloides hereditarias, mediante el

empleo de la técnica de edicién CRISPR/Cas9.

En base a esto, el objetivo de este TFG ha sido estimar la eficiencia del proceso de recombinacion

mediante CRISPR/Cas9 por HDR, empleando la técnica de la subclonacién.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Amplificacidon de la Zona Flanqueante a la Edicion mediante PCR

El procedimiento de subcloning se inicia con una PCR para obtener los amplicones de ADN
procedentes de las células electroporadas con RNP CRISPR/Cas9 y ssODN como ADN molde, y
donde se ha introducido cada una de las variantes deseadas del gen SAMDIL. El DNA del interior
de las células electroporadas se extrae mediante el kit QIAAmp DNA mini kit (QIAGEN), siguiendo
las instrucciones del fabricante. A partir de este ADN, se realiza la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el objetivo de amplificar la regiéon flanqueante a la regidn editada
mediante el sistema CRISPR/Cas9.

Para cada variante, esta PCR se realiza por triplicado y se acompafia de un control negativo o
blanco (sin DNA). Los reactivos necesarios para llevar a cabo esta reaccién de PCR son el ADN
procedente de las células electroporadas con los componentes del sistema CRISPR/Cas9, los
cebadores sentido y antisentido, el DMSO, el agua libre de nucleasas y el master mix (PCR Master
Mix (2X), Thermo Scientific). Este ultimo contiene los dNTPs, la enzima Taq polimerasa, MgCl, y
el tampdn de reacciodn, necesario para mantener un pH dptimo para el funcionamiento de la
enzima. En la Tabla 1, se muestran los cebadores sentido y antisentido (IDT) disefiados

especificamente para flanquear cada region de ADN que se desea amplificar.

Tabla 1. Cebadores sentido y antisentido especificos para amplificar la zona flanqueante

de cada una de las variantes germinales de SADMIL.

Variantes Sentido Antisentido
T233N 5'TAAGTCCCCTGAAAGTGACAAT3’ 5'TAGAGCTAGCCCCTTCTCTTAC3’
N697Y 5'TGGCAGAGAGAAAGAGCTTCAG3’  5'TCATCCACAAGGAGAAGCACAG3’
H880Q 5’'GGTGGCAAAGTATCCTGGTGG3’ 5’ACACCTGTGTATCTCCCATATTC3’
K1294* 5'CAGATACACTAGGTCAAGTCTAC3” 5'GTTGAATTAACTTGGAGTTGGGC3

Los volumenes de cada reactivo necesarios para una muestra de PCR, asi como las condiciones
de la misma, se presentan en la Tabla 2 y 3, respectivamente. La PCR se realiza para un volumen

final de 25 pl para cada muestra.

Tabla 2. Volumenes de los reactivos empleados en la reaccién de PCR.

Reactivos Voliimenes (uL)

Master Mix 2X 12,5

DMSO 1,25
Cebador Sentido (10 uM) 1
Cebador Antisentido (10 uM) 1
ADN 1

Agua 8,25
Total 25
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Tabla 3. Ciclos y condiciones de temperatura de la PCR.

N2 deciclos Temperatura (°C) Tiempo (h:mm:ss) Fase
1 95 0:02:00 Desnaturalizacion
95 0:00:30
35 58 0:00:30 Amplificaciéon
72 0:01:00
1 72 0:07:00 Elongacion final
1 4 oo Enfriamiento

3.2. Analisis del Producto de PCR en Gel de Agarosa

De los 25 pL del producto resultante de la PCR, se transfieren 5 pL a otro tubo y seran empleados
para la realizacidon de una electroforesis en gel de agarosa, asegurandose con este analisis la
correcta amplificacion del inserto. Los 20 uL restantes son congelados y utilizados mas adelante.
Como el blanco de la PCR no es requerido para la continuidad del procedimiento, se pipeteard

todo el volumen en el gel.

Para la elaboracién del gel al 1,5%, se preparan 100 mL de TBE 1X (Thermo Scientific) y se
disuelven 1,5 gr. de agarosa (Cleaver Scientific). Tras calentar la mezcla, se afiaden 4.5 ulL de
SYBR safe (Invitrogen™). La solucidn se vierte en el molde y se deja reposar durante 30 minutos

hasta gelificar.

Paralelamente, se preparan las muestras para cargar el gel afadiendo a 5 pL de producto de
PCR, 1 pL de TriTrack DNA Loading Dye 6X (Thermo Scientific), necesario para facilitar el
seguimiento visual de la migracion del ADN por el gel. En todos los casos, se cargd en el gel de
agarosa un pocillo con el marcador de peso molecular, bien GeneRuler 1kb DNA Ladder o
GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific). El marcador de peso molecular se carga
en el primer pocillo, cargando en los siguientes pocillos el producto de PCR y finalmente, el
blanco de PCR.

Los productos de PCR se dejan correr entre 60 y 90 minutos a un voltaje de 100V y, finalmente,
se revelan en el transiluminador de luz ultravioleta, comprobando si realmente el ADN

amplificado corresponde al tamafio deseado. Este producto de PCR es el inserto para la ligacién.

3.3. Purificacion y Fosforilacion del Producto de PCR

Tras asegurar la presencia del inserto mediante la electroforesis, los 20 pL congelados de cada
una de las réplicas de la PCR deben ser purificados empleando el MinElute PCR purification kit
(QIAGEN). Para ello, se juntan los 60 L totales en un solo tubo y se sigue el protocolo descrito
en el propio kit. EI ADN purificado se eluye en 20 pL de Buffer EB, y a continuacién se somete a
un proceso de fosforilacion. Los reactivos requeridos son la enzima T4 Quinasa junto con su

Buffer PNK 10X (New England Biolabs), cuyos volimenes se detallan en la Tabla 4, alcanzando
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un volumen final de 23 uL. Se incuba a 372C durante 1 hora, y se inactiva la enzima implicada en

el bafio de agua a 802C durante 20 minutos.

Tabla 4. Voliumenes de los reactivos empleados en la fosforilacién del producto de PCR

purificado.
Reactivos Volimenes (uL)
Producto PCR purificado 20
Buffer PNK 10X 2
T4 quinasa 1
Total 23

3.4. Digestion y Desfosforilacion del Vector pBlueScript

El vector pBlueScript (cedido por Ignacio Garcia Tufion Llanio, UAH) linealizado es desfosforilado
y preparado para llevar a cabo la ligacion con el inserto de ADN purificado y fosforilado, creando
asi extremos susceptibles de ser unidos al inserto mediante un enlace fosfodiéster. Este proceso
consta de un primer paso donde se produce la digestion del plasmido (linealizacién), y de un

segundo paso, donde se da la propia desfosforilacion, para prevenir su auto-ligacién.

Para la linealizacidn del pBlueScript, se emplea la enzima EcoRV y su respectivo Buffer 3.1 10X
(New England Biolabs). La reaccidn se deja incubar 1 hora a 372C. Finalizada la incubacién, tiene
lugar la desfosforilacién sobre el plasmido recién digerido, donde participan la enzima rAPid
fosfatasa alcalina junto con su Buffer 1 10X (Roche). Del mismo modo, se incuba durante 1 hora
a 379C, desactivando posteriormente la enzima implicada a 802C en el bafio de agua durante 20

minutos.

Finalmente, el plasmido linealizado y desfosforilado debe ser purificado antes de la ligacion para
eliminar de la mezcla los reactivos no deseados, empleando del mismo modo que para la
purificacién del inserto, el MinElute PCR purification kit (QIAGEN). Los volimenes de los
reactivos empleados en ambos procedimientos se detallan en la Tabla 5 y 6, afiadiendo agua

suficiente para alcanzar unos volimenes finales de 20 y 30 uL, respectivamente.

Tabla 5. Volimenes de los reactivos empleados en la linealizacion del vector pBlueScript.

Reactivos Volimenes (uL)
pBlueScript 10
Enzima EcoRV 1
Buffer 3.1 2
Agua 7
Total 20
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Tabla 6. Volumenes de los reactivos empleados en la desfosforilacion del vector

pBlueScript linealizado.

Reactivos Volimenes (uL)
pBlueScript linealizado 20
rAPid Fosfatasa Alcalina 1
Buffer 1 3
Agua 6
Total 30

3.5. Ligacion del Inserto al Vector pBlueScript

Cuando estan preparados tanto el inserto fosforilado como el vector desfosforilado, se inicia la
ligacion empleando la enzima T4 ADN ligasa junto con su respectivo Buffer BL 10X (New England
Biolabs). En este caso, se realiza una ligacién control a la que no se afade inserto de ADN,
sustituyendo el volumen de inserto por agua, alcanzando en ambos casos un volumen final de
15 pL. La reaccidn se incuba a 162C durante toda la noche. El control de ligacidn sin inserto se
lleva a cabo para evaluar la eficiencia de la reaccién de ligacién y descartar falsos positivos

(vector religado).

Los volumenes de los reactivos, tanto de la ligacion como de la ligacién control, se detallan en
la Tabla 7. Es importante tener en cuenta que la ligasa debe ser lo ultimo que se afiada a la
mezcla. Por otro lado, se probaron previamente diferentes relaciones molares inserto:vector
donde el inserto debe estar en exceso, siendo la relaciéon 10:0,5 la que obtuvo mejores

resultados.

Tabla 7. Volumenes de los reactivos empleados en la ligacidn con y sin inserto.

Ligacion Control
Reactivos Volumenes (uL) Reactivos Volimenes (uL)
Inserto de ADN 10 - -
Vector 0,5 Vector 0,5
Enzima T4 ADN ligasa 1 Enzima T4 ADN ligasa 1
Buffer BL 10X 1,5 Buffer BL 1,5
Agua 2 Agua 12
Total 15 Total 15

3.6. Transformacion en Bacterias E.coli Competentes

La cepa de bacterias E. coli competentes empleada para la transformacién es la cepa XL1-Blue
(Agilent), que deben ser almacenadas en congeladores de -802C. Estas bacterias se caracterizan
por ser excelentes huéspedes en los que presenciar el cambio de tincidn azul-blanco en funcidn

de si el inserto se ha ligado con éxito o no al vector.
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Para la transformacién, se emplea el protocolo de la misma casa comercial que proporciona las
bacterias. Inicialmente, se enfrian dos tubos eppendorf, ya que todo el protocolo se realiza tanto
para la transformacion experimental (con ligacidn inserto-vector) como para la transformacion
control (con ligacidn sin inserto). Se descongelan 100 pL de bacterias competentes, que deben
mantenerse en hielo en todo momento, y se dividen en dos tubos (50 pL x 2). A cada tubo, se
afiaden 0,85 pL de PB-mercaptoetanol y se incuban en hielo durante 10 minutos,
homogeneizando cada 2 minutos. A continuacion, se introducen 2 uL del producto de ligacién al
tubo experimental y 2 plL del producto de la ligaciéon control al tubo control, dejandolo incubar

durante 30 minutos en hielo.

Pasada la media hora, se somete a las bacterias a un pulso de calor a 422C durante 45 segundos
y después, se incuban 2 minutos en hielo. Posteriormente, las bacterias se incuban durante 1
hora en agitacion (225-250 rpm) a 372C en 900 plL de medio Luria-Bertani (LB) liquido (Tabla 8),
y una vez recuperadas, se centrifugan a 1000 rpm a 212C durante 10 minutos. Se eliminan 600
uL de sobrenadante y se resuspende el pellet con los 350 uL restantes, sembrando todo este
volumen en medio LB sélido suplementado con 100 pg/mL de ampicilina. Ademas, a la placa se
afiaden 100 pL de IPTG de concentracién 0,1M (inductor de la reaccién de la B-galactosidasa) y
50 pL de X-Gal de concentracidon 40 mg/mL (substrato de la reaccion de la B-galactosidasa). Las
placas se dejan incubar durante 17 horas a 372C. En caso de que, después de la incubacidn, el

color de las colonias no se viera del todo bien, las placas pueden incubarse a 42°C.

Tabla 8. Contenido del medio LB liquido.

Componentes Cantidades
Triptona o peptona de caseina 10 g/L
Extracto de levadura 5-10 g/L
Cloruro de sodio (NaCl) 5-10 g/L
Agua destilada o desionizada Hasta completar 1L

3.7. PCR de Colonias

Se observan las colonias blancas crecidas en la placa y se calcula el mix de PCR en funcién de la
cantidad de colonias que se desean picar, afiadiendo 25 plL a cada tubo junto con la colonia

picada. El contenido del mix de PCR queda detallado en la Tabla 9.

La PCR de colonias pretende amplificar el contenido nucleico del interior de las bacterias sin
necesidad de un paso previo de lisis y extraccion del ADN plasmidico, pues las altas temperaturas
a las que se someten son suficientes para romper las bacterias. Las condiciones de la reaccidn
de PCR de colonias se describen en la Tabla 10. El volumen final de la reacciéon es de 25 pL. En
este caso, se emplean cebadores M13 especificos del vector pBlueScript, ya que hibridan en la
region flanqueante al lugar donde se produce la ligacién del inserto (MCS del plasmido). La
secuencia del cebador M13 sentido es: 5° GTA AAA CGA CGG CCA GT3’, y la secuencia del
cebador M13 antisentido es: 5’GGA AAC AGC TAT GAC CAT G3’ (IDT).
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Tabla 9. Volumenes de los reactivos empleados en la reaccion de PCR de colonias.

Reactivos Volimenes (uL)
Master Mix 2X 12,5
DMSO 1,25
Cebador sentido M13 (10 uM) 1
Cebador antisentido M13 (10 uM) 1
Agua 9,25
Total 25

Tabla 10. Ciclos y condiciones de temperatura de la PCR de colonias.

N2 deciclos Temperatura(°C) Tiempo (h:mm:ss) Fase
1 93 0:05:00 Desnaturalizacion
94 0:00:30
35 56 0:00:30 Amplificacién
72 0:01:30
1 72 0:05:00 Elongacidn final
1 4 oo Enfriamiento

Después de la PCR de colonias, se realiza una electroforesis para saber si se habia picado o no
colonia, y si la colonia picada realmente contenia el inserto de interés ligado al vector. Las
condiciones de preparacién del gel son las mismas que las detalladas en el apartado 3.2,,
cargando también 5 pL de los 25 pl totales, aunque el tamafio del gel variara en funcion de la

cantidad de colonias que se deseen picar.

3.8. Digestion del Producto de la PCR de Colonias

Aprovechando las mutaciones silenciosas incorporadas a los ssODN y que recrean un sitio de
restriccion en el caso de haber habido recombinacién homdloga en el locus SAMDIL (Fig. 6), los
productos de PCR que parecen tener un tamafio de banda similar al tamafio del inserto son
digeridos con sus respectivas enzimas de restriccion (New Englands Biolabs), como se indica en
la Tabla 11.

Tabla 11. Enzimas de restriccion y buffers de reaccién especificos de cada variante
germinal de SAMDIL.

Variantes Enzima de restriccidn Buffer de reaccion
T233N Xhol rCutSmart
N697Y Pvull r3.1
H880Q Hindlll r2.1
K1294* Pvull r3.1
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Figura 6. Breve esquema del proceso de incorporacion de las mutaciones silenciosas y
la mutacion puntual (deseada para cada variante) a la secuencia de ADN del gen
SAMDOIL. La Cas9 corta la hebra de ADN generando DSB que son reparados por la via
HDR. Se emplea como molde una secuencia monocatenaria (ssODN) que contiene las
mutaciones silenciosas (puntos verdes) y la mutacidn puntual (asterisco verde) que se
pretenden introducir en el gen SAMDSIL. Las mutaciones silenciosas recrean un sitio de
restriccidn para las respectivas enzimas de cada variante, que cortaran el inserto en caso

de haber habido recombinacion homéloga (HDR).

De los 20 pL restantes de la PCR de colonias, se digieren 10 pL junto con 1 pL de la
correspondiente enzima de restriccion, 2 pL de buffery 7 uL de agua, teniendo un total de 20 uL
de muestra que se cargan en un gel de agarosa (composicion detallada en el apartado 3.2). De
esta forma, solo aquellos insertos que hayan sido editados por CRISPR/Cas9, recrearan también
el sitio de restriccion y dardn un patron de bandas de digestion. La digestion del producto de
PCR sirve también de cribado para evitar mandar a secuenciar insertos wild-type u otros
random, pues si no se han afiadido las mutaciones silenciosas que originan el sitio de restriccion,

tampoco se habra afiadido la mutacidn puntual deseada.

3.9. Secuenciacion Sanger

Las colonias que presentan un patrén de digestion positivo deben ser preparadas para
mandarlas a secuenciar. Para eliminar los nucledtidos y cebadores restantes de la PCR, se afiadio
3 ul de llustra ExoProStar (Merck) y 8 pl de producto de PCR. La mezcla se incuba 15 minutos a

379C, seguido de 15 minutos de desactivacion del enzima a 80°C.

STABvida (Caparica, Portugal) es la empresa que ofrece los servicios de secuenciacion por
Sanger. La mezcla que serd mandada a secuenciar contiene 5 pL del producto de PCR limpio, 3
uL del cebador sentido (especifico de cada variante) y 5 plL de agua. Las secuencias enviadas
estaran listas en un plazo de entre 2 y 3 dias, y los resultados seran analizados a través del
programa SnapGene. Estos programas te permiten visualizar la secuencia de nucledtidos de cada
inserto y comprobar si se ha afiadido la mutacion que se pretendia modelizar, en cuyo caso el

proceso de recombinacién homadloga habra sido exitoso.
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4. RESULTADOS

4.1. Amplificacion por PCR de los Insertos

Tras realizar la electroporacién de los componentes CRISPR/Cas9 (RNP y ssODN), se extrajo ADN
de las células electroporadas y la regién gendmica que flanquea el sitio de edicidon se amplificé
por PCR. Se llevaron a cabo cuatro electroporaciones diferentes, una por cada variante que se
desea modelizar. Se emplearon cebadores especificos para cada variante, obteniendo en cada
caso un amplicon de ADN de aproximadamente 850 pb. Mediante la electroforesis en gel de
agarosa se comprueba la correcta amplificacién de los insertos, sabiendo el tamafio de banda
gue debe obtenerse para cada uno de ellos (amplicdn T233N: 819 pb, amplicon N697Y: 864 pb,
amplicon H880Q: 887 pb y amplicdn K1294*: 846 pb). Todos ellos presentan una longitud del
inserto de entre 800-900 pb, por lo que la banda observada debera estar contenida entre las

bandas 700 y 1000 pb del marcador de pesos molecular (Fig. 7).

a

1kb
750 pb

1kb
750 pb

Figura 7. Geles de agarosa al 1% del ADN amplificado por PCR (inserto) de las cuatro
variantes. El primer carril corresponde al marcador de pesos molecular de 1 kb. Los
siguientes tres carriles corresponden a las réplicas, se cargaron 5/25 uL del producto de
PCR. El ultimo carril corresponde al blanco (H20). a) Producto de PCR de la variante
T233N. b) Producto de PCR de la variante N697Y. c) Producto de PCR de la variante
H880Q. d) Producto de PCR de la variante K1294*.

Como se obtuvieron bandas del tamafio adecuado, se continud con la purificacion y fosforilacion
del inserto para su posterior ligacion al vector pBlueScript digerido y desfosforilado. Los
productos de la ligacidon experimental y la ligacién control de cada variante se transformaron en

bacterias E. coli.
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4.2. Comprobacion de colonias transformantes mediante PCR vy

electroforesis y digestion del producto de PCR

Las bacterias competentes transformadas se sembraron en placas de LB Agar suplementadas
con ampicilina. En la placa positiva se sembraron las bacterias transformadas con el producto
de la ligacidn de interés (inserto-vector), mientras que en la placa negativa, las bacterias fueron

transformadas con el producto de la ligacién control (sin inserto).

Para la variante T233N se realizaron dos transformaciones, obteniendo resultados favorables
para el nimero de colonias blancas en la placa positiva y pudiendo picar hasta 84 colonias de
dicha coloracion. Por otro lado, la placa control también mostré un resultado favorable, al no

contener gran cantidad de colonias azules y ausencia de blancas (Fig. 8).

Figura 8. Placas sembradas con bacterias E. coli transformadas. Corresponden a la
segunda transformacion de bacterias con plasmido ligado al inserto de la variante T233N.
a) Transformacion de interés. En las colonias blancas, el inserto se ha ligado en el vector
pBlueScript, interrumpiendo la sintesis de la B-galactosidasa y la degradacién del X-Gal,
responsable de la coloracion azul. En las colonias azules, no se ha ligado el inserto, por lo
que el mecanismo no estd interrumpido y se observa coloracién azul. b) Transformacidn

negativa. Escasas colonias, todas azules por ausencia de inserto ligado al vector.

Para la variante N697Y se realizaron cuatro transformaciones, debido al reducido nimero de
colonias blancas obtenidas en cada placa, aunque el nimero de colonias azules tampoco fue

abundante, pero mayor que en la placa control. Se consiguieron picar 26 colonias blancas.

En el caso de las variantes H880Q y K1294*, solo se realizd una transformacion para cada una
de ellas, pues el abundante crecimiento de colonias blancas en la placa positiva permitid picar
en cada caso 60 colonias blancas. También, las placas iban acompafiadas de muchas colonias
azules, en comparacién de nuevo con las placas control, donde el crecimiento de las bacterias

fue mucho menor.

El contenido de ADN de cada colonia blanca se amplific6 mediante PCR para determinar si el
inserto ligado al vector estaba correctamente editado, y el producto de la PCR se corrié en un

gel de agarosa. Los cebadores M13 hibridan en la region del vector pBlueScript flanqueante al
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lugar donde se ha ligado el inserto, por lo que también se amplifica una regidn pequefia del
vector (alrededor de 250 pb). Por ello, la longitud final del amplicén corresponde a la suma del

tamanio de esta region (cerca de 250 pb) y del tamafio del inserto (cerca de 850 pb).

4.2.1. Variante T233N

La electroforesis de los productos de la PCR de colonias mostré que, de las 84 colonias picadas,
2 no presentaron banda, lo cual quiere decir que esas colonias no se picaron correctamente, y
19 habian introducido el vector ligado al inserto, observando bandas similares al tamafo
esperado (250 pb + 819 pb). Las otras 63 colonias contenian el plasmido sin clonar, observando
bandas correspondientes a la regién que se amplifica del vector cuando este no ha introducido

el inserto (Fig. 9).

1kb
750 pb e
250 pb ggg sg

Figura 9. Imagen representativa de los geles de agarosa al 1% con los productos de la

PCR de colonias para la variante T233N. El primer carril corresponde al marcador de
pesos molecular de 1 kb. Los siguientes doce carriles corresponden a las colonias blancas
picadas, se cargaron 5/25 uL del producto de PCR. El penultimo carril corresponde al
blanco y el ultimo al marcador de pesos molecular Low Range (LR). Colonias 61-69:
negativas para el inserto de tamafio deseado. Colonias 70-72: positivas para el inserto de

tamafio deseado (indicadas con una flecha azul).

Los insertos amplificados de las 19 colonias positivas pueden corresponder a la secuencia wt o
a la editada, entendiendo por editado cualquier alteracién de secuencia respecto a la wt, bien
por la introduccién de las mutaciones puntuales deseadas (en cuyo caso hablaremos de
recombinacidn) o bien por la presencia de indels de pocas pares de bases. Para comprobar de
gue secuencia se trata, los productos de PCR de estas 19 colonias se digieren con la enzima Xhol
ya que, si la recombinacion homologa (HDR) ha sido exitosa, los insertos contendran las

mutaciones silenciosas en su secuencia y recrearan el correspondiente sitio de restriccion.

Al correr el producto de la digestidén en un gel de agarosa, se espera observar un patrén de dos
bandas, ya que el sitio de digestidon no se encuentra en la mitad del inserto, sino mas cerca de
un extremo, para poder diferenciar claramente los dos fragmentos digeridos. Solo 5 de las 19
colonias positivas mostraron un patrdén de digestion correcto y fueron mandadas a secuenciar
por Sanger. También se secuencié una colonia que presentaba banda sin digerir para comprobar
si realmente se trataba de la secuencia wt (Fig. 10). Las 5 colonias resultaron en una

recombinacidn total, es decir, recombinadas tanto para las mutaciones silenciosas, razén por la
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que dieron patrén de digestion correcto, y recombinadas para la mutacion de interés (T233N).

Las 14 restantes se clasificaron como secuencias wt (n=13) o como secuencias con indels (n=1).

1kb
750 pb

500 pb

b
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Figura 10. Imagenes representativas de los geles de agarosa al 1% con los productos de
digestion y de los resultados de secuenciacion por Sanger mediante el programa
SnapGene para la variante T233N. a) Gel de agarosa al 1% con los productos de digestion
de cinco colonias blancas positivas (clonadas). El primer carril corresponde al marcador
de pesos molecular de 1 kb. Los siguientes cinco carriles corresponden a la digestién de
las colonias clonadas, se cargaron 10/20 uL del producto de digestién. El dltimo carril
corresponde al blanco de PCR (H20). Las colonias 26, 41, 45 y 46 presentan un patrén de
bandas de digestion total (indicado con flechas azules), y la colonia 42 tiene un tamafio
de banda correspondiente al inserto wt. b) Secuencia wt de SAMDIL (colonia 42). c)
Secuencia editada para la mutacion puntual T233N en SAMDIL y para las mutaciones
silenciosas que recrean el sitio de restriccién Xhol (colonia 26). Con una flecha negra se
sefialan las bases mutadas que generan sitios de restriccion, y con un asterisco se sefala

la mutacion de interés.

4.2.2. Variante N697Y

De las 26 colonias blancas picadas, 13 introdujeron el vector ligado al inserto, 9 no contenian el

L *A ! [\ _L";‘I‘\.-":‘l"‘[\_/\ J‘ ! ]\}L _1 ‘l;n‘_.‘"-". \f

inserto clonado, y 4 no presentaron banda. De las 13 colonias positivas, 2 no presentaban el

tamafio de banda deseado (250 + 864 pb), por lo que se clasificaron como editadas con indels.

Con el mismo objetivo, las 11 colonias restantes se digieren con la enzima Pvull, viendo mediante

electroforesis un patron de digestion de dos bandas en aquellas que han sido recombinadas. En

este caso, se obtuvo patrén de digestidon en 7 de las 11 colonias positivas, clasificandolas como

secuencias recombinadas y las 4 restantes se clasificaron como secuencias wt (Fig. 11).
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Figura 11. Imagenes representativas de los geles de agarosa al 1% con los productos de
la PCR de colonias y con los productos de digestion para la variante N697Y. a) Productos
de PCR de 7 colonias. El primer carril corresponde al marcador de pesos molecular de 1
kb. Los siguientes siete carriles corresponden a las colonias blancas picadas, se cargaron
5/25 L del producto de PCR. El penultimo carril corresponde al blanco y el dltimo al
marcador de pesos molecular Low Range (LR). Colonia 1: sin banda (no se picd). Colonias
2 y 4: negativas para el inserto de tamafio deseado. Colonias 3, 5, 6 y 7: positivas para el
inserto de tamario deseado, de las cuales la 6 se clasificd como secuencia editada con
indels y la 3, 5y 7 se seleccionaron para digerir con la enzima Pvull (indicadas con una
flecha azul). b) Productos de digestion de cuatro colonias positivas (clonadas). El primer
carril corresponde al marcador de pesos molecular de 1 kb. Los siguientes cuatro carriles
corresponden a la digestién de las colonias clonadas, se cargaron 10/20 pL del producto
de digestion. El ultimo carril corresponde al blanco. La colonia 3 presenta un patrén de
bandas de digestion parcial. Las colonias 5y 7 presentan el patron de digestidon esperado
(indicado con dos flechas azules). La colonia 6 tiene un tamafio de banda

correspondiente al inserto con deleciones, como también se aprecia en la imagen a).

Al observar detalladamente el patrén de digestion de la colonia 3, se percibié que no solo
presentaba las bandas correspondientes al inserto digerido sino también la banda wt. Lo mismo
ocurrié con la colonia 11. Los resultados de la secuenciacidén por Sanger, apoyados por la
herramienta informatica “ICE knock-in” de Synthego que deconvoluciona las secuencias Sanger
aguas abajo de los sitios diana CRISPR, determinaron que la colonia 3 contenia tanto la secuencia
wt como la secuencia recombinada Unicamente con las mutaciones silenciosas, aunque esta
ultima en mayor porcentaje. Por otro lado, la secuenciacién de la colonia 11 mostré resultados
similares, conteniendo la secuencia totalmente recombinada y la secuencia wt con deleciones
de 3 pb, aunque en este caso, la Ultima se encontraba en un porcentaje mayor (Fig. 12). Se
decidio contabilizarlas como cuatro colonias distintas (porque se habrian picado dos en ambos

casos), aumentando el nimero de colonias picadas a 28.
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Figura 12. Imagen representativa de la deconvolucion de los resultados de
secuenciacion por Sanger mediante la herramienta “ICE knock-in” de Synthego de la
colonia 11 para la variante N697Y. Un 59% de la muestra corresponde a la secuencia wt
con delecién de 3 pb, un 29% corresponde a la secuencia totalmente recombinada, un
6% corresponde a la secuencia wt y un 2% corresponde a la secuencia wt con delecidn

de 3 pb en una base distinta a la primera secuencia.

Teniendo en cuenta estas dos ultimas colonias que consideramos dobles (se picaron en realidad
dos colonias), los resultados de la secuenciacion por Sanger establecieron que, de un total de 15
colonias clonadas, 3 contenian el inserto totalmente recombinado y 4 contenian el inserto
parcialmente recombinado (entendiendo parcial como introduccién Unicamente de las
mutaciones silenciosas, pero no de la mutacién deseada). De las 8 restantes, 5 se clasificaron
como secuencias wt y 3 como secuencias con indels (Fig. 13).

a T X "
CACTTTTATCGAGGTGG \GGTCAGCTGGTGGTACTTCTATT

oty /\/\ml\/\ﬂmm“

b } + i
ACACTTTTATCGAGGTGGAAAGGTCAGCTGGTGGAACTTCTATT
Aot Af\ M
AW u_u“/\ ) A ~
Cc

CACTTTTATCGAGGTGGCAAAGTATCCTGGTGGAACTTCTATT

,\ fA r ) \N\ [\, | A, i
L""’\ /\n Q“ /\ n/\ JFM[\A AWV
00 510

520

Figura 13. Imagenes representativas mediante el programa SnapGene de los resultados
de secuenciacién por Sanger para la variante N697Y. Con una flecha se sefialan las bases
mutadas que generan sitios de restriccidn, y con un asterisco se sefiala la mutacion
puntual de interés. a) Secuencia editada para la mutacidn puntual y para las mutaciones
silenciosas (colonia 7). b) Secuencia recombinada sélo para las mutaciones silenciosas

(colonia 5). ) Secuencia wt (colonia 14).
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4.2.3. Variante H880Q

Los geles de la electroforesis de los productos de la PCR de colonias de las 60 colonias blancas
picadas no mostraron la banda del tamafio esperado, sino que practicamente todas las colonias
presentaban una banda correspondiente a una clonacién fallida (Fig. 14), por lo que ningln

inserto pudo ser digerido ni secuenciado.

500 pb

250 pb 300 pb

Figura 14. Imagen representativa de los geles de agarosa al 1% con los productos de

PCR de colonias para la variante H880Q. Productos de PCR de 12 colonias. El primer
carril corresponde al marcador de pesos molecular de 1 kb. Los siguientes doce carriles
corresponden a las colonias blancas picadas, se cargaron 5/25 pL del producto de PCR. El
penultimo carril corresponde al blanco (H20) y el ultimo al marcador de pesos molecular

Low Range (LR). Colonias 13-24: negativas porque no existe inserto clonado.

4.2.4. Variante K1294*

Por ultimo, el resultado de la electroforesis de la PCR de colonias mostré que 14 de las 60
colonias blancas picadas para esta variante contenian el vector ligado con el inserto del tamafio
de interés. Una colonia no amplificé inserto, por lo que no debid ser picada, y las 45 restantes
se clasificaron como no clonadas. Siguiendo el procedimiento, los productos de PCR se digirieron
con la enzima Pvull para, a continuacién, mandar los insertos digeridos y, por tanto,
recombinados a secuenciar. Sin embargo, todos ellos se clasificaron como wt o con indels al no
mostrar patron de bandas de digestién (Fig. 15). Concretamente, los insertos de 7 colonias se
clasificaron como secuencias wt y los insertos de las otras 7 colonias se clasificaron como
secuencias con indels. Por ello, al igual que la variante H880Q, no se identificd ningln inserto

con la mutacion deseada.

1kb
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Figura 15. Imagenes representativas de los geles de agarosa al 1% con los productos de

la PCR de colonias y con los productos de digestion para la variante K1294*. a)
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Productos de PCR de 12 colonias. El primer carril corresponde al marcador de pesos
molecular de 1 kb. Los siguientes doce carriles corresponden a las colonias blancas
picadas, se cargaron 5/25 uL del producto de PCR. El penultimo carril corresponde al
blanco (H20) y el dltimo al marcador de pesos molecular Low Range (LR). Colonias 13-16,
18-20 y 22-24 negativas para el inserto de tamafio deseado. Colonia 17: positiva para el
inserto de tamafio deseado (indicado con una flecha azul). Colonia 21: contiene la
secuencia con deleciones. b) Productos de digestion de cuatro colonias positivas
(clonadas). El primer carril corresponde al marcador de pesos molecular de 1 kb. Los
siguientes cuatro carriles corresponden a la digestion de las colonias clonadas, se
cargaron 10/20 uL del producto de digestion. El Gltimo carril corresponde al blanco.
Ninguna de las 4 colonias presenta un patrén de bandas de digestion. Las colonias 2, 8 y
9 tienen tamafios de banda correspondientes al inserto wt (indicado con una flecha azul)

y la colonia 17 contiene el inserto clasificado como secuencia con indels.

4.3. Eficiencia del Proceso de Recombinacién mediante CRISPR/Cas9

La técnica de subclonacién ha permitido aislar insertos con las diferentes variantes alélicas,
facilitando su posterior analisis por secuenciacién Sanger. Una vez conocidos los datos de
clonacién y edicién de los insertos clonados para cada una de las variantes (Tablas 12, 13, 14 y
15), se estudia cdmo de eficiente ha sido la introduccién de dichas mutaciones en el gen SAMDSIL
mediante CRISPR/Cas9 y HDR.

Tabla 12. Clasificacidn tras la amplificacién por PCR de las colonias blancas picadas para

cada variante germinal.

T233N N697Y H880Q K1294*
Colonias picadas 84 28 60 60
Clonadas 19/84 15/28 0/60 14/60
No clonadas 63/84 9/28 60/60 45/60
No picadas 2/84 4/28 0/60 1/60

Tabla 13. Clasificacidén tras la digestion por enzimas de restriccién de las colonias

clonadas para cada variante germinal.

T233N N697Y H880Q K1294*
Colonias clonadas 19 15 0 14
Editadas 6/19 10/15 - 7/14
wt 13/19 5/15 = 7/14
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Tabla 14. Clasificacion tras la digestion por enzimas de restriccidn de las colonias editadas

para cada variante germinal.

T233N N697Y H880Q K1294*
Colonias editadas 6 10 - 7
Recombinadas 5/6 7/10 - 0/7
Indels 1/6 3/10 - 7/7

Tabla 15. Clasificacion tras la secuenciacion por Sanger de las colonias recombinadas.

T233N N697Y H880Q K1294*
Colonias recombinadas 5 7 - 0
Recombinadas totales 5/5 3/7 - -
Recombinadas parciales 0/5 4/7 - -

Por un lado, se calcula la eficiencia del proceso de edicidn expresada en porcentaje, para lo cual
se tienen en cuenta cuantas de las colonias clonadas con el inserto han sido editadas y cuantas
se han mantenido wt. Esta eficiencia se calcula segun la ecuacidn 1, y coincide con la relacidn de

colonias editadas frente a clonadas mostrada en la Tabla 13.

Colonias editadas

Eficiencia de edicion = x
f Colonias clonadas (1)

Entre las colonias editadas se encuentran tanto aquellas que contienen el inserto recombinado,
y que, por tanto, mostraron un patrén de digestion, como aquellas que contienen el inserto con
indels, presentando en el gel una banda inferior al inserto wt. Segun esta clasificacion, la variante
T233N ha sido editada con una eficiencia del 31,58% (6/19), porcentaje mas bajo a diferencia de
las variantes N697Y y K1294*, que han sido editadas con una eficiencia del 66,67% (10/15) y
50% (7/14), respectivamente. Para la variante H880Q, la eficiencia del proceso de edicidn ha

sido del 0% por la ausencia de insertos del tamafio deseado (0/60).

Sin embargo, la eficiencia realmente de interés es la de recombinacién, también expresada en
porcentaje, asegurando que la técnica de edicion CRISPR/Cas9 mediante HDR afiade mutaciones
puntuales de bases concretas de manera exitosa. Esta eficiencia se calcula teniendo en cuenta
cuantas de las colonias editadas se han recombinado de entre todas las clonadas, empleando la
ecuacion 2. En este caso, la relacion de las colonias recombinadas frente a editadas se muestra
en la Tabla 14.

Colonias editadas Colonias recomb. 100
Colonias clonadas x Colonias editadas x (2)

Eficiencia de recombinacion =
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Se entiende por colonias recombinadas todas aquellas que hayan dado patrén de digestion, por
lo que se engloban tanto las que han resultado en una recombinacién parcial como las que se
han recombinado totalmente. Por lo tanto, la variante T233N ha conseguido ser recombinada
con una eficiencia del 26,32% (5/19), y la variante N697Y se ha recombinado con una eficiencia
del 46,67% (7/15). Sin embargo, aunque se consiguid clonar algln inserto editado en la variante
K1294*, todos ellos resultaron contener indels, por lo que el porcentaje de recombinacién para
esta variante es del 0% (0/14). Como para la variante H880Q no se consiguid clonar ningun
inserto, no se tienen los datos necesarios para calcular su porcentaje de secuencias

recombinadas.

Ademas, dentro de los insertos que han sido editados mediante CRISPR/Cas9, conviene conocer
cuantos de ellos han introducido la mutacion de interés, para lo cual se calcula también el
porcentaje de colonias totalmente recombinadas empleando la ecuacidn 3. Esta eficiencia solo
se calcula para las variantes T233N y N697Y, que son las que presentaron eficiencia de

recombinacién superior al 0%.

Eficiencia de recombinacion total

Colonias editadas Colonias recomb. Colonias recomb. total 100 (3)
X

= . X . . X .
Colonias clonadas Colonias editadas Colonias recomb.

En la variante T233N se ha conseguido introducir la mutacidn puntual en los 5 insertos editados,
por lo que su eficiencia de recombinacidn total coincide con su eficiencia de recombinacion lo
que corresponde al 26,32% (5/19), mientras que en la variante N697Y se ha introducido la
mutacion puntual en 3 de 7 insertos, lo que corresponde a una eficiencia de recombinacion total
del 20% (3/15). Del mismo modo, la eficiencia de recombinacion total para la variante K1294*
no ha podido ser calculada por la ausencia de insertos recombinados. Los resultados de
eficiencias de edicidn, recombinacion y recombinacién total para las cuatro variantes quedan

detallados en la Tabla 16.

Tabla 16. Eficiencias de edicion, recombinacion y recombinacién total calculadas para

cada una de las variantes.

T233N N697Y H880Q  K1294*

EFICIENCIA DE EDICION 31,58% 66,67% = 50%
EFICIENCIA DE RECOMBINACION 26,32% 46,67% - 0%
EFICIENCIA DE RECOMBINACION TOTAL 26,32% 20% = =
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5. DISCUSION

En el presente trabajo, tras realizar la electroporacion de los componentes del sistema
CRISPR/Cas9 y del ADN donante (ssODN) en células HL-60 para generar diversas mutaciones en
el gen SAMD9L, la regién gendmica potencialmente editada se amplificd por PCR y se clond en
un vector plasmidico bacteriano (pBlueScript) para su posterior analisis. Mediante la
secuenciaciéon de multiples clones bacterianos, pudimos identificar los diferentes tipos de
ediciones generadas por el sistema CRISPR/Cas9 en el sitio diana. Asi pues, la técnica de
subclonacién nos permitié caracterizar exhaustivamente los tipos de modificaciones generadas
por el sistema CRISPR/Cas9.

En primer lugar, se discute la coloracién de las colonias observadas tanto en la placa positiva
(siembra de bacterias transformadas con la ligacion “inserto-vector”) como la placa control
(siembra de bacterias transformadas con la ligacién “solo vector, sin inserto”) para cada
variante. Al sembrar sobre la primera placa las bacterias transformadas con el plasmido
recombinado, el resultado esperado es un gran nimero de colonias blancas y azules. Sin
embargo, dependiendo de la eficiencia del proceso de transformacién, el nimero de colonias
crecidas podria ser menor, ya que la cepa XL1-Blue sin el plasmido no es resistente a la ampicilina
y no sera capaz de crecer en el medio con ampicilina. Lo mismo ocurre con el nimero de colonias
blancas, que dependerd de lo eficiente que haya sido el proceso de ligacidn, ya que es la
presencia del inserto en el interior del vector la que determina la coloracién blanca de las
colonias. Segln esto, tanto la transformacién como la ligacién realizadas para la variante N697Y
no habrian sido del todo eficientes, por el crecimiento tan reducido de colonias en dicha placa,
especialmente el de colonias blancas, a diferencia de lo ocurrido con las variantes T233N, H880Q
y K1294*,

Por otro lado, en la placa control (siembra de bacterias transformadas con la ligacion “solo
vector, sin inserto”) no se espera un crecimiento muy elevado de colonias. Esto indicaria una
correcta desfosforilacidn del vector, ya que la ausencia de fosfatos en sus extremos impide la
religacion del mismo, y el plasmido linealizado rara vez es capaz de introducirse dentro de las
bacterias (Zou, 2017). Asi pues, solo formaran colonias aquellas bacterias que hayan sido
transformadas con los pldsmidos recircularizados, por la resistencia a la ampicilina que les
otorgan los plasmidos religados. De esta forma, al visualizar las placas control donde el
crecimiento de colonias no ha sido numeroso para ninguna de las cuatro variantes, se puede

afirmar que el vector estaba correctamente desfosforilado.

A continuacion, se comentan las bandas resultantes de las electroforesis realizadas para las
cuatro variantes. En los geles de los productos de la PCR de colonias se observan bandas de
distintos tamanos. La banda de aproximadamente 250 pb es la que mas se repite en la mayoria
de las colonias blancas picadas. Esta banda es un resultado negativo de la clonacidn, y

corresponde a la amplificacidn de la region del plasmido que flanquea al MCS (cuando no hay
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inserto) por los cebadores M13. Por otro lado, las bandas que aparecen alrededor de 1 kb
corresponden al inserto de interés, cuya digestion permite distinguir entre wt y recombinado.
Sin embargo, en algunos casos, se han observado otras bandas random con tamaiios

comprendidos entre 1kb y 250 pb.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, las bandas ligeramente ubicadas por encima
o por debajo de 1kb se han clasificado como secuencias con indels, mientras que las bandas
ubicadas ligeramente por encima de 250 pb no han sido consideradas como bandas clonadas.
Estas ultimas podrian ser explicadas porque existen distintas alternativas de reparacion de los
DSB creados por CRISPR/Cas9. A pesar de intentar que la reparacion de DSB tenga lugar por la
via HDR, por ejemplo, afiadiendo el potenciador de HDR en el mix de electroporacidn (IDT, 2024),
se sabe que, por defecto, las células activan la via de NHEJ, por lo que no deberia sorprendernos
encontrar bandas de tamafios no deseados, que pueden corresponder a inserciones/deleciones
de muchisimas pares de bases, destacando sobre todo las deleciones (Canet, 2017). En este
sentido, se ha descrito que la edicidén génica mediante CRISPR/Cas9 puede inducir grandes
deleciones hasta de varios miles de pares de bases. Por ejemplo, se han observado grandes
deleciones en los genes HBB, HBG y BCL11A en células madre y progenitoras hematopoyéticas
y también en el gen PD-1 en linfocitos T (Park et al., 2022). Ademds, se contempla como posible
explicacion que durante el proceso de subclonacidon se produzcan, de alguna manera,

fragmentaciones de los insertos ligados al vector, viendo bandas de tamafios muy bajos.

Realmente, no se ha comprobado en todos los casos si las secuencias clasificadas como wt lo
son realmente o contienen indels de pocas pares de bases, imperceptibles con la técnica de
electroforesis. Si se quisiera profundizar sobre lo que ha ocurrido en cada colonia, habria que
secuenciar cada una de ellas, pero como el objetivo del proyecto es obtener mutaciones
puntuales especificas, en este TFG solo se secuenciaron las colonias que mostraron previamente
un patrén de digestion, dado que la estrategia de recrear un sitio de restriccion en el alelo

recombinado se utiliza, entre otras cosas, para simplificar el cribado de las colonias.

Por otra parte, todas las colonias blancas deberian contener el plasmido con el inserto clonado,
pues si no es asi, el gen B -galactosidasa no estaria interrumpido y las colonias se verian de color
azul. Sin embargo, a pesar de que todas las colonias picadas son blancas, la cantidad de colonias
con resultado negativo de clonacion es abundante para las variantes T233N, H880Q y K1294%,
donde se han obtenido porcentajes de colonias no clonadas del 75%, 100% y 75%,
respectivamente. Una posible explicacion es que exista algun artefacto en la subclonacién que
esté alterando el gen de la B-galactosidasa, impidiendo la sintesis de dicha enzima. También
puede ocurrir que el inserto no esté ligado correctamente al vector y éste repare sus extremos

de tal forma que, al ligarse de nuevo, el gen de la B-galactosidasa se haya visto alterado.

Concretamente, es destacable que no se haya clonado el inserto en ninguna de las 60 colonias

blancas picadas para la variante H880Q. Se descarta la idea de que la ligacién por parte del
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plasmido se vea dificultada por la longitud del inserto, pues los insertos para las cuatro variantes
estan disefados de forma que su longitud sea similar (aproximadamente 850 bp), de manera
gue el plasmido deberia de ser capaz de ligarlos con la misma eficiencia. Una posible explicacién
puede ser que, de partida, la cantidad de insertos para esta variante haya sido menor en
comparacién con las otras variantes porque la PCR de amplificacién del inserto no haya sido tan
robusta, lo que implicaria una reduccidn de la relacién inserto:vector. En cualquier caso, no se
ha conseguido proponer una solucion a este hecho y consideramos que el proceso de

subclonacién deberia optimizarse mas.

El nimero de colonias blancas que se han picado para estas tres variantes (n=84 T233N, n=60
H880Q y n=60 K1294*) deberia haber sido suficiente para conseguir un nimero mas alto de
insertos clonados, y a partir de ellos estudiar cémo de eficiente ha sido la edicién por
recombinacion homadloga (HDR) mediante CRISPR/Cas9. Sin embargo, y como consecuencia de
lo anteriormente mencionado, el nimero de colonias clonadas con el inserto de interés no es
muy alto, siendo de 19, 0 y 14 para las variantes T233N, H880Q y K1294*, respectivamente. Lo
mismo ocurre en la variante N697Y, para la cual se clonaron 15 colonias, aunque en este caso se

trata de un alto valor de clonacidn teniendo en cuenta que solo se picaron 28 colonias blancas.

A pesar de ello, y teniendo en cuenta estas limitaciones, se discuten los porcentajes de
recombinacidn obtenidos para cada variante. En el articulo publicado por Ferrari et al. (2020) se
alcanzé entre un 35% y un 50% de eficiencia de recombinacién en células madre
hematopoyéticas en los genes IL2RG y CD40LG. Segun esto, se considera exitosa la
recombinacidn en el gen SAMDIL de la variante N697Y, con un porcentaje de recombinacién del
46,67%. No obstante, aunque se desean porcentajes altos de recombinacidn, solo la presencia
de un inserto recombinado deberia ser considerada como una edicién aceptable. Por lo tanto,
un 26,32% de recombinacion para la variante T233N también se traduce en un resultado
favorable. Sin embargo, no se puede decir lo mismo para la variante K1294*, con un porcentaje
de recombinacidn del 0%. Las diferentes eficiencias de recombinacidn obtenidas para las cuatro
variantes pueden deberse a las caracteristicas intrinsecas de cada regidon de SAMDIL, puesto

gue se sabe que HDR puede ser mas favorable en unas zonas del genoma que en otras.

Una recomendacidn en el disefio de la estrategia CRISPR/Cas9 es que la Cas9 corte lo mas cerca
posible de los nucledtidos que se pretenden editar (Schubert, 2021). Sin embargo, en el caso de
las variantes H880Q y K1294*, el DSB no esta tan cerca de las bases que deben ser mutadas
(distancia PAM-mutacion puntual de 23 y 30 pb, respectivamente) en comparacion con las
variantes T233N y N697Y. Por este motivo, podriamos esperar una menor eficiencia de

recombinacidn en las variantes H880Q y K1294* respecto a las variantes T233N y N697Y.

Otro punto que discutir es la seleccién de la subclonacidon como técnica de caracterizacion de
las variantes alélicas generadas por CRISPR/Cas9. Esta fue escogida por tratarse de una técnica

robusta y pronta que sirve para la finalidad que se propone, ademds de rdpida en comparacién
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con otros enfoques. Por ejemplo, el screening molecular de los clones procedentes de célula
Unica seria otra opcidn, pero mucho mds costosa y larga, ya que este procedimiento puede durar
hasta 4 meses, mientras que con la técnica de subclonacién se pueden obtener resultados en

un par de semanas.

Por otra parte, los bajos porcentajes de clonacién obtenidos indicarian que la técnica de
subclonacién no esta correctamente optimizada, por lo que, en este caso, no ha cumplido con
la finalidad por la que fue seleccionada, sobre todo en el caso de la variante H880Q. Habria que
modificar alguno de los pasos del procedimiento hasta mejorarla lo suficientemente como para
obtener un numero de colonias clonadas que aseguren la fiabilidad de los resultados. Por ello,
se ha planteado hasta qué punto es conveniente el gasto de tiempo y de recursos en la
optimizacion de esta técnica sabiendo que existen otras opciones. Por ejemplo, la “targeted
NGS” podria ser una alternativa a la subclonacién, pues permite detectar variantes alélicas
mediante el analisis de poblaciones heterogéneas de manera mucho mas rapida y sin el empleo
de tantos recursos. El problema recae sobre su alto coste, por lo que suele estar dirigida sobre
todo al diagndstico y prondstico de enfermedades (Carbonell, 2021). No obstante, esta técnica
también presenta otras limitaciones, como la dificultad de lectura de las regiones repetitivas del

genoma.

Por tanto, si el acceso a la NGS es limitado o se carece de experiencia, como era nuestro caso,
una alternativa valida es la subclonacién. Esto conlleva clonar el amplicon diana en un plasmido,
transformar E. coli competentes con los productos de ligacién y someter la colonia bacteriana a
PCR y a secuenciacion Sanger. Otra opcion diferente a la NGS o a la subclonacién o al anilisis
molecular de lineas clonales obtenidas a partir de célula Unica, serian los programas
informaticos como “Tracking of insertions, deletions, and recombination events” (TIDER)
(Brinkman, 2018) o “Inference of CRISPR Edits” (ICE) (Hsiau, 2018) que ayudan a los usuarios en
la deconvolucidn de secuencias Sanger aguas abajo de los sitios diana CRISPR. Sin embargo, para
usar estos algoritmos informdaticos se debe partir de un umbral de recombinacidn minimo que

no siempre se consigue.

Para finalizar, este trabajo ha permitido realizar una primera evaluacion de la capacidad de la
técnica CRISPR/Cas9 para, mediante HDR, recrear cuatro mutaciones puntuales en el gen
SAMDSIL. Los datos han mostrado que el ssODN disefiado como ADN donante es capaz de
recombinar e introducir las mutaciones de interés, al menos en el caso de las variantes T233N y
N697Y.
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6. CONCLUSIONES

A través de la técnica de subclonacion, se han logado caracterizar las variantes
alélicas en el gen SAMDIL generadas mediante el sistema de edicidon
CRISPR/Cas9.

La obtencidn de un porcentaje de recombinacién del 26,32% y del 46,67% para
las variantes genéticas T233N y N697Y en el SAMDIL demuestran la eficiencia
del sistema CRISPR/Cas9 para introducir mutaciones puntuales en el genoma.
A pesar de los resultados favorables de recombinacion HDR mediante
CRISPR/Cas9, la técnica de subclonacidn no estd completamente optimizada y
es necesario revisar los pasos del procedimiento para garantizar mejores
resultados.

Se propone la posibilidad de explorar alternativas al procedimiento de
subclonacién, como la “targeted NGS”, porque a pesar del coste asociado,

podria ofrecer una deteccién mas rapida y exhaustiva de las variantes alélicas.
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