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TiTULO: APLICACION DEL SISTEMA CRISPR/CAS9 PARA LA OBTENCION DE UNA LIiNEA
CELULAR DE LA ENFERMEDAD DE BATTEN

Resumen: Las lipofuscinosis ceroideas neuronales (NCL) son un grupo de trastornos
metabdlicos neurodegenerativos. Hasta el momento se han descrito 14 variantes diferentes de
NCL con caracteristicas patoldgicas similares aunque causadas por mutaciones en diferentes
genes. De entre todas, la variante juvenil (JNCL, CLN3 o enfermedad de Batten) es junto a la
forma infantil tardia, la mas prevalente. En la enfermedad de Batten, la mutacidn mas
frecuente en el gen CLN3 es una delecidon de 1,02 kb, que afecta a los exones 7 y 8 y que
determina que la traduccién se detenga de forma prematura.

Actualmente, el laboratorio dispone para el estudio de la enfermedad de Batten de diversas
muestras de pacientes con la deleciéon anterior. Aunque se dispone de dos lineas de
linfoblastos, solo se dispone de una de fibroblastos. Para aumentar el nimero de modelos
celulares disponibles para el estudio de la enfermedad, en este trabajo, se modificaron
genéticamente células HEK293T y SH-SYS5Y utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9, para producir
la delecion de 1,02 kb en el gen CLN3.
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TITTLE: APPLICATION OF THE CRISPR/CAS9 SYSTEM TO OBTAIN A CELL LINE IN BATTEN
DISEASE

Abstract: Neuronal ceroid lipofuscinosis (NCL) are a group of neurodegenerative metabolic
disorders. Until now, have been described 14 different variants of NCL with similar
pathological features caused by mutations in different genes. Among all, the juvenile variant
(JNCL, CLN3 or Batten disease) together with late infantile variant, is the most prevalent form.
In Batten disease, the most common mutation in the CLN3 gene is a 1.02 kb deletion that
affects exons 7 and 8 and stops translation prematurely.

Currently, the laboratory has samples from patients with the previous deletion for the study of
Batten disease. Although there are two lines of lymphoblasts, it only has a line of fibroblasts.
To increase the number of cell models available for the study of disease, in this work, HEK293T
and SH-SY5Y was genetically modified using CRISPR/Cas9 technology to produce the 1.02 kb
deletion in CLN3 gene.
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1. INTRODUCCION
1.1. LIPOFUSCINOSIS CEROIDEAS NEURONALES

Las lipofuscinosis ceroideas neuronales (NCL) pertenecen al grupo de las epilepsias
miocldnicas progresivas, que comprenden un grupo de enfermedades raras y heterogéneas
caracterizadas por la combinacién de convulsiones epilépticas mioclénicas y el deterioro
neurolégico progresivo (Kalvidinen et al, 2015). Las NCL son enfermedades de
almacenamiento lisosomal que se caracterizan por la acumulacién de lipopigmentos ceroideos
autofluorescentes en los lisosomas. Los dérganos que se ven mas afectados en estas
enfermedades son el cerebro y la retina, pero también se ha encontrado este material
acumulado en otros tejidos (Villarroya Pérez, 2002; Kollmann et al., 2013; Vidal Donet, 2014).

Estas enfermedades afectan principalmente a nifios y adolescentes y la mayoria de
ellas presentan un patron de herencia autosémico recesivo (Warrier et al., 2013). La incidencia
es de 1 cada 12.500 nacidos vivos en EE.UU. y en los paises escandinavos, mientras que la
incidencia mundial es de 1 cada 100.000, por lo que se consideran enfermedades raras
(Jalanko and Braulke, 2009).

Hasta el momento se han descrito 14 variantes de NCL y en casi todas ellas los
pacientes son inicialmente sanos y tienen un perfil de desarrollo normal. La edad de Ia
aparicion de los sintomas puede variar desde el nacimiento hasta la edad adulta, y el orden en
el que aparecen esos sintomas es variable y depende tanto de la edad de inicio como de la
forma genética (Schulz et al., 2013). La esperanza de vida va de los 20 a los 40 afios en la
mayoria de los casos (Oetjen et al., 2016). Los principales sintomas comunes a todas las
variantes son demencia, pérdida visual, epilepsia y deterioro motor.

Aunque todas las variantes presentan caracteristicas patoldgicas similares, son
resultado de mas de 400 mutaciones en 13 genes diferentes identificados hasta el momento:
CLN1, CLN2, CLN3, CLN4, CLN5, CLN6, CLN7, CLN8, CLN10, CLN11, CLN12, CLN13, CLN14 (Tabla
1.1) (Warrier et al., 2013).

Tabla 1.1. Mutaciones descritas en los 13 genes causantes de las NCL y nimero de pacientes afectados
en cada variante. Para cada gen se muestran los cambios totales que han sido identificados y el nimero
de pacientes y familias registrados en este estudio que padecen la enfermedad (Warrier et al., 2013).

Gen CLN1 CLN2 CLN3 CLN4 CLN5 CLN6 CLN7 CLN8 CLN10 CLN11 CLN12 CLN13 CLN14 Total
Cambios

73 129 70 2 45 72 33 26 12 1 1 5 1 471
totales
Ndmero
de 216 326 403 7 85 125 73 70 11 2 4 4 2 1329
pacientes
Ndmero
de 163 317 383 7 79 106 65 65 10 1 1 3 1 1202
familias




Las lipofuscinosis ceroideas neuronales se clasificaron al principio en funcion de la
edad en la que aparecian los sintomas en cuatro categorias: infantil (INCL), infantil tardia
(LINCL), juvenil (JNCL) y adulta (ANCL) (Jalanko and Braulke, 2009). Esto se ha modificado con
el tiempo debido a nuevas variantes que fueron descritas. En la actualidad la clasificacion es
mas compleja, puesto que se realiza en funcién de la edad en la que se desarrolla la
enfermedad y los genes que estan implicados (Tabla 1.2).

Estos genes codifican proteinas tanto solubles como transmembrana que se localizan
en diferentes estructuras celulares, especialmente en el reticulo endoplasmdtico, endosomas y
lisosomas. La heterogeneidad de las proteinas y su localizaciéon subcelular sugieren que
pueden desempefiar papeles en una via funcional importante en las células neuronales
(Kyttala et al., 2006).

Tabla 1.2. Clasificacion de las NCL. (Warrier et al., 2013; Carcel-Trullols et al., 2015).

Gen Enfermedad Proteina Localizacion subcelular

CLN1p/ Palmitoil proteina tioesterasa
CLN1  Infantil (PPT1)
306 aa, proteina soluble
CLN2p/ Tripeptidil peptidasa | (TPP1)
563 aa, proteina soluble

Matriz lisosomal, vesiculas
extralisosomales y RE

CLN2 Infantil tardia Matriz lisosomal y RE

CIN3 Juvenil CLN3p/ Battefﬂna Mer’flbrana de endosomas/lisosomas
438 aa, proteina transmembrana tardios
CIN4 Adulta CLN4p/ CSch, Cltqsollca, asociada a membranas
198 aa, proteina soluble vesiculares
Infantil tardia (variante CLN5p -
CLN5 X . Matriz | |
finlandesa) 407 aa, proteina soluble atrizfisosoma
Infantil tardia (variante CLN6p
LN M | RE
CLNe gitano-india) 311 aa, proteina transmembrana embrana de
CIN7 Infantil tardia (variante CLN7p/MFSD§3 Membrana lisosomal
turca) 518 aa, proteina transmembrana
Infantil tardia (variante CLN8p .
LN REy A |
cLng epiléptica) 286 aa, proteina transmembrana y Aparato de Golgi
CLN9  Juvenil CLNSp Localizacién desconocida

Proteina desconocida
CLN10p/ Catepsina D (CTSD)
412 aa, proteina soluble
CLN11p/ Porgranulina

593 aa, proteina soluble
CLN12p Membrana lisosomal y cuerpos
1180 aa, proteina transmembrana multivesiculares

CLN13p/ Catepsina F
484 aa, proteina soluble
CLN14p/ KCTD7 Proteina citosdlica y parcialmente
289 aa, proteina soluble asociada a la membrana plasmatica

CLN10 Congénita Matriz lisosomal

CLN11 Adulta Extracelular
CLN12 Juvenil
CLN13 Adulta Matriz lisosomal

CLN14 Infantil

Histopatoldogicamente se caracterizan por el almacenamiento y acumulacién de unos
lipopigmentos ceroideos autofluorescentes en los lisosomas de las células de los pacientes
llamados granulos de lipofuscina. Este material autofluorescente estd compuesto
mayoritariamente por proteinas hidrofébicas. Tanto en la variante juvenil como en la infantil
tardia, el principal componente de estos granulos es la subunidad c de la ATPasa mitocondrial
(Villaroya Pérez, 2002; Kyttala et al., 2006; Garcia Gomez, 2014).



En este trabajo nos vamos a centrar en la variante mas prevalente, la variante CLN3
(juvenil), también denominada enfermedad de Batten.

1.2. LIPOFUSCINOSIS CEROIDEA NEURONAL JUVENIL (CLN3)

La enfermedad de Batten (JNCL, lipofuscinosis ceroidea neuronal juvenil) es la variante
mds comun de las lipofuscinosis ceroideas neuronales, con una incidencia estimada de 1 cada
25.000 nacidos vivos en el norte de Europa (Munroe et al., 1997).

En esta variante, la insuficiencia visual aparece entre los 4 y los 7 ainos de edad, lo que
lleva a la ceguera en pocos afios. En este periodo se hace evidente un deterioro psicomotor
progresivo. Las convulsiones epilépticas comienzan aproximadamente a los 10 afios y van
aumentando progresivamente en frecuencia y severidad con la edad. Otros sintomas
extrapiramidales, como la rigidez, la hipocinesia, la postura encorvada y andar arrastrando los
pies aparecen entre los 12 y los 15 afios, por lo que los pacientes acaban postrados en la cama
a los 20 anos. En la variante juvenil también aparecen sintomas psiquiatricos como la
agresividad, la depresién y problemas de suefio. Generalmente los pacientes mueren sobre los
30 afos (Backman et al., 2015; Williams et al., 2006; Ostergaard et al., 2011).

El gen que se ve afectado en este caso es CLN3, que se localiza en el cromosoma 16 y
que codifica para una proteina transmembrana denominada CLN3p o Battenina de naturaleza
hidréfoba (Figura 1.1). CLN3p se encuentra principalmente en los lisosomas y endosomas
(Ezaki et al., 2003; Golabek et al., 1999), pero también se ha encontrado en el aparato de
Golgi, mitocondrias y citoesqueleto (Katz et al., 1997; Kremmidiotis et al., 1999; Luiro et al.,
2006). Esta proteina esta formada por 438 aminoacidos y pesa 48 kDa (Kyttala et al., 2006;
Kousi et al., 2011). El patrén de expresion tisular y la localizacidon de la proteina CLN3 no se
conoce con precisién debido principalmente a los bajos niveles de CLN3p enddgenos y a la
falta de anticuerpos especificos (Carcel-Trullols et al., 2015).

N-terminal
\ C-termina
Cltoplasma \ I
38 120 FE]
H1 H2 Ha
5 % 210 Mombrana
Lumen

/r e 3

N310 Glicositado

N71y NES
glicosilados

Figura 1.1. Esquema de la proteina CLN3p humana. En el esquema se representa la estructura de la
proteina CLN3p, que presenta seis dominios transmembrana (Vidal Donet, 2014).

La funcion o funciones de esta proteina todavia no se conocen, pero se postula que
puede estar involucrada en la endocitosis, en el mantenimiento del pH lisosomal-vacuolar, en



el transporte de arginina al lisosoma, el transporte de diferentes moléculas a través de la
membrana lisosomal o en la respuesta antiapoptdtica (Carcel-Trullols et al., 2015).

El gen CLN3 presenta 15 exones. Se han identificado multiples mutaciones para dicho
gen, pero la mas prevalente es la delecion de 1,02 kb, que aparece en homocigosis en el 74 %
de los pacientes, pero esta presente en el 96 % de los pacientes, ya que algunos casos la
mutacidn se encuentra en heterocigosis (Kousi et al., 2011). Esta delecién de gran tamafio
afecta a los exones 7 y 8 y la traduccidn se detiene por la formaciéon de un coddn de stop
prematuro. La proteina truncada tiene 181 aminodacidos, pero solo los 153 primeros
aminoacidos coinciden con la forma silvestre de la proteina (Figura 1.2) (Munroe et al., 1997;
Carcel-Trullols et al., 2015).

CLN3 gene — chromosome 16p12.1

Exon:1 2 3 4 56 78 9 10-13 14 15
o I

1,02 kb Deletion, 74% of the patients (JNCL: A\462-677)

Figura 1.2. Mutaciéon mds prevalente del gen CLN3. En esta figura se muestra de forma esquematica el
gen CLN3 con la delecion mas prevalente en la enfermedad de Batten con 1,02 kb, que afecta a los
exones 7 y 8. Adaptada de Ncl-stiftung.de.

1.3. SISTEMA CRISPR

La capacidad de disefiar sistemas bioldgicos y organismos tiene un elevado potencial
para aplicaciones en la ciencia basica, la medicina y la biotecnologia. En los ultimos afios han
surgido una serie de tecnologias para la edicion de genomas, incluyendo las nucleasas de
dedos de zinc (ZFN, zinc-fingers nucleases), las nucleasas efectoras tipo activador de
transcripcién (TALEN, transcription activator-like effectors nucleases) y el sistema de nucleasas
CRISPR/Cas9 guiadas por RNA. Las dos primeras tecnologias utilizan como estrategia la union
de endonucleasas a dominios cataliticos modulares de proteinas de unidn a DNA para inducir
cortes de doble cadena (DSB, double-stranded breaks) en el DNA diana. Por el contrario, Cas9
es una nucleasa guiada por pequefias moléculas de RNA que se unen por complementariedad
al DNA diana (Wood et al., 2011; Gaj et al., 2013; Cho et al., 2013; Ran et al., 2013; Choi et al.,
2016).

El sistema basado en repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats) es un
sistema inmune adaptativo microbiano contra virus y plasmidos que fue descubierto
explorando el genoma de células procariotas. Este sistema utiliza nucleasas guiadas por RNA
para cortar elementos genéticos foraneos y se ha identificado en un amplio rango de bacterias
y arqueas (Mojica and Rodriguez-Valera, 2016; Lander, 2016). En 2012, el potencial de los
sistemas CRISPR/Cas se presentd como una herramienta de edicién de genomas con una



capacidad excepcional para desencadenar mutaciones dirigidas en practicamente cualquier
organismo (Mojica and Montoliu, 2016).

En procariotas, el sistema CRISPR/Cas es un sistema de defensa sofisticado que se
activa cuando la bacteria es infectada por el DNA foraneo. El primer paso consiste en la
adquisicion de ese DNA fordneo, que se incorpora como secuencia espaciadora en el genoma
de la bacteria entre las secuencias del locus CRISPR, que contienen los genes Cas. Tras un
nuevo encuentro con el mismo DNA, se transcribe el “array” CRISPR dando lugar a los pre-
crRNA (pre-RNA CRISPR) y se procesan los espaciadores (crRNA, RNA CRISPR), produciéndose
un RNA de interferencia, que es capaz de guiar a las enzimas Cas hacia una secuencia
complementaria y degradarla (Figura 1.3) (Marraffini, 2015).
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Figura 1.3. Etapas de la inmunidad CRISPR/Cas en procariotas. En esta imagen se representa, en primer
lugar, la fase de adquisicién del DNA foraneo en el locus CRISPR (1), la expresion de los RNA (2) y la
interferencia de éstos con el DNA foraneo para guiar las endonucleasas Cas e inactivarlo (3). Adaptada
de microbioun.blogspot.com.es.

Todos los sistemas CRISPR/Cas albergan los genes Cas1 y Cas2, que forman parte de la
etapa de inmunizacion. Sin embargo, basandose en el contenido de genes Cas accesorios, cada
sistema puede clasificarse en tres tipos. Aunque todos utilizan el mismo mecanismo para
lograr la inmunidad a través de nucleasas guiadas por el crRNA, entre ellos difieren en la
biogénesis del RNA CRISPR (Marraffini, 2015). Recientemente, también se ha descrito un
nuevo tipo de sistema CRISPR en Natrobacterium gregoryi que presenta diferencias con
respecto a los tres tipos descritos anteriormente (Gao et al., 2016).



1.4. SISTEMA CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR tipo Il o CRISPR/Cas9, es el sistema mas conocido y empleado en
multitud de aplicaciones desde que fue descrito en Streptococcus pyogenes. Algunas de las
muchas aplicaciones que se pueden destacar son: estudios sobre el cancer (Sanchez-Rivera
and Jacks, 2015) o la creacion de modelos de ratén knock-in y knock-out (Singh et al., 2014).

Los componentes principales del sistema CRISPR/Cas9 son los genes Cas o genes
asociados a CRISPR que codifican para proteinas con actividad de nucleasas, en este caso Cas9,
un RNA procesado que es complementario a los protoespaciadores, conocido como RNA
CRISPR (crRNA) y un RNA necesario para la union del crRNA a la nucleasa llamado RNA CRISPR
transactivador (tracrRNA). Los protoespaciadores siempre se asocian a una secuencia
denominada motivo adyacente al protoespaciador (PAM, protoespacer adjacent motif), que
son secuencias cortas de entre 3 y 5 nucledtidos que varian en funcidn del sistema, y que en
este caso es 5’- NGG (Ran et al., 2013; Marraffini, 2015; Wojtal et al., 2016).

La Cas9 es una endonucleasa guiada por una pequefia secuencia de RNA que se une a
una region especifica del genoma gracias a una secuencia de 20 nucledtidos presente en el
crRNA, que es complementaria a la secuencia diana. Esta nucleasa media cortes en las dos
hebras (DSB). La funcién del sistema CRISPR/Cas9, que es propia de procariotas, se
reconstituye en células eucariotas a través de la expresién ectépica de la proteina Cas9 y los
RNA necesarios. Ademads, el crRNA y el tracrRNA pueden fusionarse juntos, artificialmente,
para crear un RNA de una sola guia (sgRNA, single-guide RNA) que actua de forma eficiente,
como los componentes por separado. De este modo, Cas9 puede ser dirigida a cualquier diana
modificando la secuencia de 20 nucleétidos dentro del sgRNA, por lo que se convierte en un
sistema facil de disefiar (Figura 1.4) (Ran et al., 2013). En definitiva, la grandeza de esta
tecnologia reside en el hecho de que no requiere mas componentes que los mencionados
arriba para funcionar en cualquier organismo procariota o eucariota, incluyendo al ser
humano.
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Figura 1.4. Esquema de la nucleasa Cas9 guiada por RNA. La nucleasa Cas9 de S. pyogenes
(representada en amarillo) es dirigida al DNA gendmico por un sgRNA que consiste en una secuencia de
20 nucledtidos (azul) y la secuencia transcrRNA (rojo). La secuencia guia hibrida con el DNA diana (barra
azul) delante de la secuencia PAM (barra rosa) (Ran et al., 2013).



Los cortes de doble cadena en el DNA mediados por la Cas9, o por cualquier otro
mecanismo artificial o accidental, pueden ser reparados por dos vias, la via de reparacién por
recombinacion no homéloga (NHEJ, non-homologous end joining) o la via de reparacién directa
por homologia (HDR, homology direct repair). La reparacion a través de la NHEJ, que es
propensa a errores, con frecuencia produce mutaciones de insercion o delecidn (indels) que
pueden conducir al desplazamiento del marco de lectura y a la generacidon de codones de
parada prematuros. Alternativamente, como se muestra en la Figura 1.5, en presencia de un
molde externo de reparacién el corte puede ser editado a través de la via HDR, lo que puede
ser empleado para generar modificaciones precisas del genoma (Sanchez-Rivera and Jacks,
2015).
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Figura 1.5. La reparacion de DSB promueve la edicion de genes. Los cortes de doble cadena inducidos
por la nucleasa Cas9 (amarillo) se pueden reparar siguiendo dos mecanismos distintos. En la via NHEJ
(izquierda), propensa a errores, los extremos son procesados por la maquinaria de reparacién enddgena
y se unen de nuevo, dando lugar a desplazamientos en el marco de lectura y a la apariciéon de un codén
de parada prematuro, lo que resulta en la eliminacién de genes. En presencia de una plantilla de
reparacion, la célula puede emplear la via HDR (derecha), que permite una edicion precisa y de alta
fidelidad (Ran et al., 2013).

El mecanismo de reparacion NHEJ puede ser aprovechado para obtener knock-out de
genes especificos, ya que el cambio en la pauta de lectura puede llevar a codones de parada
prematuros. Ademas, la combinacién de varios cortes permite la obtencion de deleciones de
gran tamafio en el genoma, que pueden comprobarse facilmente mediante la técnica de PCR
(Figura 1.6) (Ran et al., 2013; Bauer et al., 2014; Wettstein et al., 2015).
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Figura 1.6. Visidn general de la estrategia CRISPR/Cas9 emparejada. Para generar grandes deleciones
puede disefiarse el sistema CRISPR/Cas9 con el fin de inducir dos cortes en el DNA gendmico. Estas
deleciones de gran tamafio pueden evaluarse por PCR disefiando dos cebadores, uno directo y otro
reverso, por delante y por detras de la delecion, respectivamente. Esta PCR permite la evaluacion de la
eficiencia de las parejas de CRISPR/Cas9, asi como el estudio y deteccidon de los clones silvestres,
heterocigotos y homocigotos mutantes (Wettstein et al., 2015).

La aproximacion esquematizada en la Figura 1.6 sera la estrategia que se seguira para
la obtencion de los modelos celulares con la delecidon de 1,02 kb.



2. OBIJETIVOS

Actualmente el laboratorio dispone de una linea de fibroblastos con la delecién de
1,02 kb en el gen CLN3 de un paciente del Hospital La Fe (Valencia) con la enfermedad de
Batten cuyo diagndstico fue confirmado en el laboratorio. También dispone de dos lineas de
linfoblastos de pacientes con esta mutacién (obtenidas del repositorio de células Coriell
Institute). En estos ultimos, el sistema endosomal-lisosomal no responde de manera similar a
los fibroblastos a condiciones que afectan a su actividad (por ejemplo la ausencia de suero) ni
tampoco permiten estudios en condiciones equivalentes exactamente a las de formacién de
una monocapa en confluencia.

Puesto que el laboratorio esta realizando estudios sobre alteraciones en el sistema
endosomal-lisosomal en esa mutacion, se considerd conveniente disponer de otros modelos
celulares para poder profundizar en las mismas. En base a esto, el objetivo de este trabajo ha
sido obtener, mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, lineas celulares con la delecién de 1,02 kb
que puedan utilizarse en el futuro como modelos adicionales en el estudio de la enfermedad y
para verificar resultados anteriores.



3. MATERIALY METODOS
3.1. MATERIAL

3.1.1. Aparatos

Las reacciones de PCR se realizaron en dos termocicladores: GeneAmp PCR System
9700 de Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, EE. UU.) y MJ Research PTC-100 Thermal Cycler
de GMI (St. Paul, MN, EE.UU.).

Para el cultivo y mantenimiento de las lineas celulares se utilizaron la campana de
bioseguridad de flujo laminar Telstar Bio Il (Tarrasa, Espafia) y una estufa de CO, modelo
LTC2323 de Shel Lab (Cornelius, OR, EE.UU.).

Las imagenes de las células se realizaron con el microscopio invertido Zeiss
Axiovert200M de Carl Zeiss, Inc. (Oberkochen, Alemania).

Para la transformacién de las cepas Top 10 de E. coli se empled el electroporador
MicroPulser™ Electroporator de Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EE.UU.).

También se emplearon otros equipos de uso habitual en un laboratorios de biologia
celular y molecular como microscopios, agitadores, centrifugas, balanzas, estufas, bafios,
NanoDrop, equipos de electroforesis, transiluminadores, etc.

1.1.2. Lineas celulares

Se utilizaron células humanas embrionarias de rifidn (HEK293T, human embryonic
kidney cells, referencia de la ATCC: CRL-3216™) y una linea celular humana de neuroblastoma
o SH-SY5Y (referencia de la ATCC: CRL-2266™).

Como control de la delecién de 1,02 kb de CLN3 se empled una linea de fibroblastos de
un paciente espanol obtenidos a partir de explantes de piel con la variante juvenil de
lipofuscinosis ceroidea neuronal (13 afos de edad), cuyo diagndstico fue confirmado por PCR
en el laboratorio.

1.1.3. Medios de cultivo

Para el mantenimiento y amplificacion de las lineas celulares se han utilizado
diferentes medios comerciales asi como otros reactivos de uso habitual. Los medios de cultivo
MEM (referencia: 4655), DMEM (referencia: 5796) y DMEM:F12 (referencia: 8437), la
tripsina/EDTA (mezcla de tripsina al 0,04 % y de EDTA al 0,02 %), el dimetilsulféxido (DMSO) y
la insulina humana procedian de Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, EE.UU.). El Opti-MEM
(referencia: 31985), los aminoacidos esenciales MEM 50x, los aminodcidos no esenciales MEM
100x, la penicilina (10.000 U/ml), la estreptomicina (10.000 ug/ml), las vitaminas MEM 100x y
el suero bovino fetal (FBS) se adquirieron de Thermo Fisher Scientific. El agua bidestilada
estéril procedia de Laboratorios Braun (Barcelona, Espafia). El material de plastico utilizado
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para el mantenimiento y cultivo de las células eucariotas se obtuvo de Corning-Costar
Corporation (Badhoevedorp, Holanda). Las cubetas de vidrio para visualizar las células in vivo
en el microscopio fueron Nunc® Lab-Tek® Chamber Slide™ System suministradas por Thermo
Fisher Scientific.

1.1.4. Kits comerciales

Para la obtencion de plasmidos se emplearon los siguientes kits comerciales: QlAprep
Spin Miniprep Kit de Qiagen (Hilden, Alemania) y Genopure Plasmid Midi Kit de Roche (Basilea,
Suiza).

Para la extraccidn de DNA gendmico de células eucariotas se empled el High Pure PCR
Template Preparation Kit y para la purificaciéon de los productos de la PCR el High Pure PCR
Product Purification Kit, ambos de la compafiia Roche. También se utilizé el QlAquick PCR
Purification Kit de Qiagen.

1.1.5. Vector

Se utilizd el vector pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458, referencia: 48138) adquirido en
Addgene (Cambridge, MA, EE.UU.).

Figura 3.1. Vector SpCas9(BB)-2A-GFP
(PX458). Se trata de un vector de
expresion en mamifero que presenta las
secuencias codificantes para SpCas9,
bajo el promotor CBh, y EGFP. Presenta
resistencia a ampicilina.

PSpCas9(BB)-1A-GFP (FR458)
3769 by

1.1.6. Enzimas

En la reaccion de digestidn para linealizar el vector PX458 se utilizé la endonucleasa
Bbsl, ademas en esta reaccion se afiadio albumina de suero fetal bovino (BSA) 10X de New
England Biolabs (lpswich, MA, EE.UU.). En la reaccién de ligacién del vector con los cebadores
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hibridados se utilizé la enzima T4 DNA ligasa. Las dos enzimas fueron proporcionadas por
Thermo Fisher Scientific.

Para las PCR se emple6 AmpONE Tag DNA polymerase de Vitro S.A. (Sevilla, Espafia).

1.1.7. Otros

La transfeccion de las células eucariotas se llevé a cabo con el reactivo Lipofectamina
3000 de Thermo Fisher Scientific. En la seleccién de colonias se emplearon discos de clonaje de
3 mm de Sigma-Aldrich Co.

Los cebadores fueron adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich Co. Para los geles se
empled agarosa en polvo de Roche y para tefir el DNA se utilizé GelRed de Biotium (Fremont,
CA, EE.UU.). El marcador de DNA GeneRuler Low Range DNA Ladder, el marcador de DNA 100
pby 1 kb y el tampdn de carga se obtuvieron de Thermo Fisher Scientific. Para el tampdn de
electroforesis TBE se empled Tris-Base, acido bérico y acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
todos procedentes de Sigma-Aldrich Co.

3.2. METODOS
3.2.1. Cultivo de células eucariotas

3.2.1.1. Condiciones de cultivo de los fibroblastos

Las células se cultivaron a 37 °C en una atmdsfera con un 80 % de humedad relativa y
un 5 % (v/v) de CO./aire, utilizando el medio minimo esencial (MEM, Minimum Essential
Medium) con sales de Eagle y suplementado con L-glutamina 2 mM, aminoacidos esenciales
MEM 1x, aminoacidos no esenciales MEM 1x, vitaminas MEM 1x, penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pug/ml) y 15 % de FBS. Estos cultivos se mantenian, cambiando el medio
cada tres dias, hasta que alcanzaban la confluencia deseada para cada experimento.

Con el fin de conservar un stock de células, se congelaron alicuotas de los cultivos por
métodos estandar en una solucién de DMSO al 10 % en FBS y se guardaron en nitrégeno
liquido.

3.2.1.2. Condiciones de cultivo de las células HEK293T

Las células HEK293T se cultivaron en las mismas condiciones de temperatura,
humedad y CO, que los fibroblastos, empleando en este caso medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con L-glutamina 2 mM,
penicilina (100 U/ml) y 10 % de FBS inactivado (56 °C durante 30 min).

Para conservar stocks de las células obtenidas con la delecion de 1,02 kb de CLN3 se
congelaron alicuotas de los cultivos en una solucién de DMSO al 10 % en FBS inactivado y se
guardaron en nitrégeno liquido.
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3.2.1.3. Condiciones de cultivo de las células SH-SY5Y

Las células SH-SY5Y también se cultivaron en las mismas condiciones de temperatura,
humedad y CO,, utilizando en este caso medio DMEM:F12 en una relacion 1:1 (v/v)
suplementado con L-glutamina 2 mM, aminodcidos no esenciales MEM 1x, penicilina (100
U/ml) y 15 % de FBS.

Para conservar stocks de las células obtenidas con la delecidn de 1,02 kb de CLN3 se
congelaron alicuotas de los cultivos en una solucién de DMSO al 10 % en FBS y se guardaron en
nitrégeno liquido.

3.2.2. Construccion de los vectores con los sgRNAs especificos

3.2.2.1. Disefio de los sgRNAs

La secuencia del gen CLN3 humano se obtuvo de la base de datos “Gene” vy la
secuencia correspondiente a la delecion mas frecuente para este gen, de 1,02 kb, se obtuvo de
la base de datos OMIM, ambas del NCBI. Se disefiaron dos secuencias guias complementarias
al extremo 5’ de la delecién y otras dos para el extremo 3’ empleando el programa CRISPR
RGEN Tools, disponible en la web http://www.rgenome.net/. En el Anexo | se muestra la
region del gen CLN3 con la delecién completa subrayada, en azul la regién diana donde
hibridan los guias para CRISPR y en verde donde hibridan los cebadores para el estudio por
PCR.

3.2.2.2. Clonaciodn de las secuencias sgRNAs en el vector PX458

3.2.2.2.1. Vector de expresion

El vector de expresion empleado para la clonacidon de las secuencias guias fue
pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458).

3.2.2.2.2. Digestion del vector

Para la digestion de 1,5 ug de vector se empled 1 L de la endonucleasa Bbsl junto con
5 uL de Tampdn 2, y 5 uL de BSA 10X, incubandose a 37 °C durante 2 h. Esta enzima de
restriccion es de tipo Il, por lo que corta fuera del sitio de reconocimiento dejando extremos
cohesivos diferentes, que imposibilitan la recircularizacién del vector a la hora de ligar el
inserto. Ademds, los sitios de restriccion se pierden, puesto que estan orientados “hacia
afuera”. El producto de esta reaccién fue purificado mediante columna con el kit QlAquick PCR
Purification Kit de Qiagen.
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3.2.2.2.3. Hibridacion de los oligonucledtidos

Se mezclaron 4,5 uL de cada oligonucledtido del stock a 100 uM y 1 uL de Tampdn
Duplex 10X, compuesto por acetato potdsico 1 M y HEPES 300 mM a pH 7.5. La hibridacién se
realizé en un termociclador aplicando una rampa de temperaturas desde 95 hasta 25 °C,
bajando 1 °C/min. La hibridacion se verifico en un gel de agarosa al 2 % para comprobar que se
habia formado una cadena doble de DNA.

3.2.2.2.4. Ligacion

Para la ligacidn del vector PX458 digerido con los oligonucledtidos hibridados (sgRNAs)
se empled 1 plL de la enzima T4 DNA Ligasa con 1 pL de su tampdn especifico proporcionado
por la casa comercial. La proporcién empleada de vector digerido:inserto fue 50 ng de vector
por 1 ng de inserto. La reaccion de ligacion se realizé a 22 °C durante 1 h y posteriormente se
inactivo la enzima a 65 °C durante 10 min.

3.2.2.2.5. Transformacion y seleccidon de colonias positivas

La transformacién del DNA se realizé en la cepa Top 10 de E. coli mediante
electroporacién. Para ello se mezclaron 50 ulL de bacterias con 1 uL del producto de la ligacién.
Todo el proceso de transformacién se llevd a cabo en hielo. La mezcla se sometid a
electroporacion empleando el equipo “MicroPulser™ Electroporator”, que favorece la entrada
del DNA en las bacterias. A continuacidn se incubaron las bacterias en agitacién a 37 °C
durante 1 h y posteriormente se sembraron en placas de LB-agar con ampicilina (100 mg/mL).
Estas placas se incubaron a 37 °C entre 18-20 h.

Se seleccionaron 10 colonias de cada construccion y se comprobd por PCR si el vector
habia introducido correctamente el inserto. Para ello se emplearon como cebador directo la
secuencia directa de sgRNA correspondiente a cada construccion y como cebador reverso el R-
PX458, de secuencia 5-GTTATGTAACGGGTACCTCT-3’, que hibrida en una regién del vector
cercana al punto de insercidn (Anexo Il). Al mismo tiempo se realizaron réplicas de las colonias
seleccionadas en placas de LB-agar con ampicilina para poder usarlas posteriormente en el
caso de ser positivas.

Para cada construccion se selecciond una colonia positiva y estas se cultivaron en 3 mL
de medio LB con ampicilina (100 mg/mL) en tubos de 15 mL. Se crecieron a 37 °C y se extrajo
DNA plasmidico empleando el Kit QlAprep Spin Miniprep de Qiagen. Para comprobar que las
sgRNAs se habian insertado de forma correcta, cada construccidn se secuencid mediante el
método Sanger en el servicio de Gendmica del Centro de Investigacion Principe Felipe. Se
emplearon los cebadores F-PX458 y R-PX458, que hibridan en el vector en regiones cercanas al
lugar de insercién de las sgRNAs (Anexo Il).

Las colonias con la construccidn correcta se almacenaron en glicerol a -80 °C para
mantener stocks de cada una de ellas.
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Para extraer mayor cantidad de cada construccién se crecieron las colonias en 250 mL
de medio de cultivo con ampicilina (100 mg/mL) a 37 °C durante 16-18 h y se obtuvieron los
plasmidos con el kit Genopure Plasmid Midi Kit de Roche.

3.2.3. Evaluacion de la actividad de las construcciones

Para la evaluacion de las construcciones se transfectaron células HEK293T con dichas
construcciones por parejas para poder evaluar posteriormente si el corte en ambos puntos
daba lugar a la delecién de 1,02 kb deseada en el gen CLN3. Para ello se hicieron
combinaciones de los pldsmidos empleando uno con la secuencia complementaria a la region
5’y otra con la secuencia complementaria a la regién 3’ de la delecidn.

3.2.3.1. Transfeccion de células HEK293T

Antes de transfectar estas células, se extrajo DNA gendmico de un cultivo del stock
disponible en el laboratorio empleando el kit High Pure PCR Template Preparation Kit para
secuenciar las regiones del gen de CLN3 donde se habian disefiado los sgRNAs. Para la
secuenciacion se emplearon los cebadores FRWS5 y REV5 para la region 5’ de la delecidn y
FRW3 y REV3 para la regién 3’.

La transfeccién de las células HEK293T se realizé empleando Lipofectamina 3000 de
Thermo Fisher Scientific siguiendo el protocolo de la casa comercial y en concreto, se
sembraron 5 pocillos de una placa de 24-well con 175.000 células por pocillo de manera que
en 24 h estuvieran al 70-80 % de confluencia. El primer pocillo se usé como control negativo
sin transfectar, el segundo se transfectd con los sgRNA1 y 3, el tercero con los sgRNA1 y 4, el
cuarto con los sgRNA2 y 3, y el quinto con los sgRNA2 y 4.

Se retiré el medio DMEM vy se afiadieron 500 pL de Opti-MEM a cada pocillo. Se
prepararon dos mezclas por separado, una con 25 uL de Opti-MEM y 1 uL lipofectamina y otra
con 25 pL de Opti-MEM, 1 pL de P3000 y 1 pg/uL de cada pareja de plasmidos (la
concentracion de los plasmidos se ajustd con agua bidestilada de Laboratorios Braun). La
mezcla con los plasmidos se incubd junto a la Lipofectamina durante 15 min a temperatura
ambiente y a continuacidn se afiadié cada mezcla de transfeccion sobre las células gota a gota,
manteniéndose durante aproximadamente 6 h. Tras esta incubacién se cambid el medio de
transfeccion por el medio de cultivo normal para las HEK293T.

3.2.3.2. Andlisis de la delecién por PCR

Para determinar la eficiencia de las sgRNAs se hizo un analisis por PCR de la regién del
gen CLN3 donde se encuentra la delecidn. Para ello se extrajo de forma rapida el DNA
gendémico de las células HEK293T control y de las células transfectadas. Las células se
tripsinizaron y se centrifugaron a 100 g durante 10 min a temperatura ambiente. El sedimento
se resuspendid en PBS para lavar las células y se centrifugd como en el paso anterior. Para la
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lisis celular cada sedimento se resuspendio en 10 pL de PBS y se afiadieron 20 pL de tampdn de
lisis (0,3 mM de Tris/HCl pH 7,5, 0,6 mM de CaCl,, 1,5 % de glicerol, 0,675 % de Tween 20y 0,3
pg/uL de proteinasa K). La mezcla se incubd a 65 °C durante 30 min y posteriormente se
inactivd la proteinasa K a 90 °C durante 10 min. Se afiadieron 30 pL de agua y se centrifugo a
10.000 g durante 10 min a 4 °C para eliminar restos celulares.

Para la PCR se utilizé el kit AmpONE Tag DNA polymerase con 50 ng de DNA de cada
muestra, FRW5 y REV3 fueron los cebadores empleados.

3.2.4. Obtencion de lineas clonales y analisis de la delecién

Para obtener las lineas clonales con la delecién de 1,02 kb se transfectaron células
HEK293T y células de neuroblastoma SH-SY5Y siguiendo el mismo protocolo que en el
apartado 3.2.3.1.

Se siguieron dos técnicas en paralelo, por un lado la obtencidn de clones por dilucién
en placas de 96-well y por otro, con discos de clonaje. Para la primera técnica, las células
transfectadas se tripsinizaron y se diluyeron en medio de cultivo, de forma que, al sembrarlas
en la placa de 96-well quedara una célula por pocillo en un volumen final de 200 pL. Durante la
primera semana se marcaron los pocillos en los que se observé una colonia de entre 4 y 10
células. Cuando estos pocillos tenian una confluencia del 70-80 % se pasaron a pocillos de
placas de 24-well. Para la técnica con discos de clonaje, las células transfectadas se
tripsinizaron y se sembraron en placas P100 con una densidad celular de 1/10 del area inicial
para poder tener colonias aisladas. A los 3-4 dias se marcaron las colonias formadas a partir de
una unica célula. Se eliminé el medio de cultivo y se colocaron sobre las marcas los discos de
clonaje, previamente sumergidos en tripsina a 37 °C, se incubaron 2 min y los filtros se pasaron
a una placa de 24-well.

En ambos casos cuando las células alcanzaron una confluencia aproximadamente del
50 %, cada pocillo de 24-well se pasd a dos pocillos nuevos de la misma superficie, con la
relacion 1/3 y 2/3 de células totales del pocillo original, respectivamente. El pocillo con menos
células (1/3) se crecié para poder tener la linea clonal amplificada en caso de que fuera
positiva. El pocillo con 2/3 de células se crecidé hasta confluencia y a continuacién se obtuvo el
DNA gendmico (usando el mismo protocolo que en el apartado 3.2.3.2.) para analizar si el clon
presentaba o no la delecién de 1,02 kb en el gen CLN3. El analisis de la delecion se hizo
mediante PCR. Las células con la delecién, tanto homocigotas como heterocigotas, se
amplificaron y se guardaron a -80 °C con medio de congelacion (FBS conteniendo 10 % DMSO).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Disefio de los sgRNAs y clonacidn en el vector PX458

Para llevar a cabo la delecion de 1,02 kb en el gen CLN3 se empled el sistema
CRISPR/Cas9 de S. pyogenes (Sp), en el que se requiere que las secuencias diana tengan una
longitud de 20 nucleétidos y contengan, en posicion 5, el motivo adyacente al
protoespaciador 5-NGG. Esta secuencia de tres nucleétidos es necesaria para que la
endonucleasa SpCas9 corte en el punto donde se une la secuencia guia, pero la secuencia PAM
no forma parte del sgRNA. SpCas9 suele cortar 3 nucleétidos aguas arriba de la secuencia PAM
(Ran et al., 2013).

Existen multitud de programas informaticos predictivos para el disefio de
experimentos de ediciéon génica con CRISPR/Cas9. Estos programas emplean algoritmos
diferentes, ya que cada laboratorio los diseia en base a sus datos.

En este trabajo se empled el programa CRISPR RGEN Tools y se obtuvieron diferentes
secuencias de 20 nucledtidos a ambos extremos de la deleciéon de 1,02 kb que se podrian
considerar éptimas para efectuar los cortes de doble cadena. De todas las secuencias se
seleccionaron dos para cada extremo, que eran las que se encontraban mads cercanas al lugar
de corte deseado y con un contenido en GC cercano al 50 % (Tabla 4.1). Ademas el programa
también informa de los posibles off-targets a los que se podrian unir estas secuencias guias en
el resto del genoma, lo que podria ocasionar problemas en determinadas aplicaciones del
sistema CRISPR/Cas9 por lo que en esos casos deberian estudiarse (Zhang et al., 2015). En el
caso de las secuencias seleccionadas en este trabajo, todas hibridan solo en la region del gen
CLN3 en el lugar deseado con un 100 % de complementariedad, y las secuencias sgRNA1,
sgRNA2 y sgRNA4 podrian unirse en otro punto del genoma con dos nucledtidos distintos en su
secuencia, es decir, con dos “mismatches”.

En el Anexo | se muestra la region del gen CLN3 con la delecion completa subrayada,
en azul la regién diana donde hibridan los guias para CRISPR y en verde donde hibridan los
cebadores para el estudio por PCR.

Tabla 4.1. Secuencias guias de 20 nucleétidos disefiadas para el sistema CRISPR/Cas9. Las secuencias
sgRNA1 y sgRNA2 son complementarias a la regidon 5’ de la delecidn, mientras que sgRNA3 y sgRNA4 lo
son a laregién 3'.

sgRNA1 AAAGAAAAAGACTGATGAAG

SgRNA2 TGAAGGGGCAGAGACATCAA

SgRNA3 AAGTCCCTACCTTGCTGTGA

sgRNA4 CCTCCCTTCACAGCAAGGTA
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El vector empleado para insertar las secuencias guia fue pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458).
Este vector presenta codificada la nucleasa Cas9 de S. pyogenes (SpCas9) fusionada a EGFP
(EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein) pero separada por un péptido 2A que es capaz de
autodigerirse postraduccionalmente (Ryan et al., 1991), por lo que EGFP se expresa de forma
independiente de Cas9. SpCas9 se expresa bajo el control del promotor de mamifero CBh, para
gue se pueda sintetizar en estas células. Como marcador de seleccidn presenta resistencia al
antibidtico ampicilina.

Para obtener la secuencia codificante del sgRNA se disefaron dos oligonucledtidos
antiparalelos. Para clonar los oligonucledtidos hibridados en el vector PX458 es necesario que
en el extremo 5 del oligonucleétido directo esté presente la secuencia 5’-CACC y en el
extremo 5’ del oligonucleétido reverso la secuencia 5’-AAAC, que son complementarias a los
extremos cohesivos que quedan en el vector PX458 tras su escision con la enzima de
restriccion Bbsl. Ademads es necesario introducir en la regidn 5’ del oligonucleétido directo una
G necesaria para la correcta transcripcion de la secuencia guia por el promotor U6 (Figura 4.1).

20-nt guide
Guide oligo (top) 5- CACC ATGACTA -3
(bottom) PERRRRRRRE Rt
3- ' ! ' ' CAAA -5
‘ Ligate

- Bbsl Bbsl - sgRNA scaffold

cusooo 5~ ML
insertion site
3'-. . TIGTGE JAAG ATCTCGATCTTTATCGTTCAATTT. . -5
A A
3x GFP or
uUs CBh FLAG NLS SpCas9 2A Puro NLS bGH pA

! : ) l | ﬁ /
pSpCas9(BB)-2A- Bbs! Bbsl
GFP or Puro

Figura 4.1. Representacion esquematica de la clonacion de la secuencia guia en el vector pSpCas9(BB)-
2A-GFP. Los oligonucledtidos guia en este ejemplo se muestran de color azul. La hibridacién deja los
extremos necesarios para la ligacién con el vector tras su escision con Bbsl. En el caso del vector
empleado en este protocolo, ademas de la secuencia codificante para SpCas9, contiene el promotor U6
para la transcripcién de la secuencia guia y la secuencia para EGFP como marcador de transfeccion (Ran
etal., 2013)

Tras la transformacién del DNA en las cepas Top 10 de E. coli y la seleccién de colonias
positivas, se llevé a cabo un analisis por PCR de 10 colonias para cada construccién como se
indica en el apartado anterior para comprobar si las colonias resistentes a la ampicilina habian
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insertado correctamente los oligonucledtidos hibridados. Los productos de las PCRs se
analizaron en un gel de agarosa al 1% para ver si los cebadores habian hibridado y, por tanto,
aparecia una banda de aproximadamente 200 pb. La mayoria de las colonias seleccionadas
mostraron banda en el gel, por lo que se escogid, entre las positivas, una colonia de cada
construccion para hacer una “miniprep” y purificar dicha construccion (Figura 4.2).

MK  Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300 pb
100 pb
25 pb

200 pb

Figura 4.2. Gel cargado con la PCR de las colonias con la construccion del vector PX458 conteniendo la
secuencia sgRNAL. El control corresponde a la PCR sin DNA. Como se observa, todas las colonias son
positivas excepto la 4.

Para corroborar que los sgRNAs se habian insertado correctamente sin verse afectada
su secuencia se amplificd por PCR la region del vector en la que se habian clonado usando los
cebadores F-PX458 y R-PX458 (Anexo IlI). El producto de PCR de cada construccidn se secuencio
usando los mismos cebadores. La secuenciacion confirmé que las sgRNAs se habian
introducido de forma correcta en las cuatro construcciones (Anexo lll). A continuacion, se
realizd una “midiprep” para obtener las construcciones en mayor cantidad para llevar a cabo
las futuras transfecciones.

4.2. Evaluacion de las construcciones en células HEK293T

Después de confirmar que las construcciones eran correctas se procedidé a su
evaluacidn para determinar si las secuencias disefiadas guiaban a la endonucleasa SpCas9 para
generar el corte de doble cadena, y obtener la delecion de 1,02 kb en el gen CLN3, mediante la
combinacion de un corte en cada extremo.

Para ello se emplearon células HEK293T. El motivo por el que se emplearon estas
células para el analisis previo de la funcion del sistema CRISPR/Cas9 fue su facilidad de manejo
en el laboratorio, la elevada eficiencia de transfeccion que presentan y su velocidad de
crecimiento, lo que permite obtener resultados en un menor tiempo.

Antes de la transfeccidn, para comprobar que las células HEK293T que ibamos a utilizar
no presentaban mutaciones en la regién de estudio del gen CLN3, se secuenciaron las dos
regiones diana del sistema CRISPR/Cas9, es decir, la regién 5’ de la delecion y la regién 3’
(Anexo 1V). Las secuencias confirmaron que estas células no presentaban mutaciones
puntuales en las regiones diana. Esto es muy importante, puesto que si existen cambios (SNPs,
single nucleotide polymorphism), respecto a la secuencia del gen descrita en las bases de
datos, podrian inhibir la correcta unién del RNA guia, y con ello Cas9 no podria cortar.
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Las células se transfectaron con las construcciones por parejas con el objetivo de
generar dos cortes y hacer saltar el fragmento del gen. Este método de evaluacién es sencillo
puesto que la delecidn que se desea evaluar es de gran tamafio.

Como el plasmido que se utiliza lleva la secuencia codificante para EGFP, se pudo
seguir la eficiencia de la transfeccién con el microscopio de fluorescencia. A las 48 h de la
transfeccion, se observd que para todas las parejas de construcciones habia un 90 % de células
qgue habian introducido los vectores y presentaban la EGFP (Figura 4.3).

HEK293T HEK293T
control control
HEK293T + HEK293T +
sgRNA1y 3 sgRNA2y 3
HEK293T + HEK293T +
sgRNA1y 4 sgRNA2 vy 4

Figura 4.3. Células HEK293T transfectadas con la construccuion de PX458 con las secuencias sgRNAs.
En la parte superior de la figura se muestran dos imagenes de células HEK293T sin transfectar usadas
como control que no presentan EGFP. A continuacidn se muestran las imagenes de las células HEK293T
transfectadas con las 4 combinaciones diferentes de las parejas de guias (Barra: 40 um).

A las 72 h de la transfeccién se procedid a extraer el DNA gendmico de estas células
como se detalla en el apartado 3.2.3.2. La evaluacién de la delecién se llevé a cabo mediante
PCR. Este método no nos permite cuantificar la eficiencia de cada una de las guias por
separado, pero si nos permite conocer si el sistema CRISPR/Cas9 funciona.

Para este estudio, ademds del DNA gendmico de las células HEK293T transfectadas, se
empleé como control negativo DNA gendmico de células HEK293T sin transfectar y como
control positivo DNA gendmico de fibroblastos de un paciente con la enfermedad de Batten.
Los cebadores empleados para el andlisis amplifican toda la region de la delecién, hibridando
fuera de ella. En el caso de que las células presenten la delecidn, el amplicén presenta un
tamanfio de 640 pb aproximadamente. Si por el contrario, las células no han sufrido el corte en
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alguno de los extremos o en ninguno de ellos, el fragmento correspondiente a la delecién no
habra saltado, y por tanto, el tamafio del amplicon serd de 1600 pb aproximadamente.

Como se observa en la Figura 4.4, los fibroblastos del paciente usados como control
positivo muestran solo la banda de 640 pb correspondientes con la presencia de la delecién de
1,02 kb (calle 3), mientras que las células HEK293T control sin transfectar muestran una Unica
banda de 1600 pb (calle 5). Las células transfectadas con todas las combinaciones muestran las
dos bandas (calles 6-9) lo que indica que el sistema ha funcionado y que del 90 % de las células
que estaban transfectadas y presentaban EGFP, algunas han sufrido el corte en ambos lados de
la delecién y han unido los extremos reparando la region del genoma con la delecién. Ademas,
significa que todos los CRISPR disefiados funcionan en mayor o menor medida. Este cambio
puede estar presente en homocigosis, si el sistema ha modificado ambas cromatidas, o en
heterocigosis, si la funcion de Cas9 se ha perdido antes de cortar ambas cromatidas.

HEK239T
Control
Generuler sin Fibroblastos Control SgRNA
1kb DNA  CLN3 143 144 243 2+4

6000 pb
3000 pb

2000 pb
1500 pb 1600 pb
1000 pb

750 pb
640 pb

500 pb

250 pb

Figura 4.4. Evaluacion de la funcién del sistema CRISPR/Cas9 en células HEK293T. En |la imagen del gel
podemos observar la presencia de una sola banda en las células usadas como control, uno con la
delecidén (fibroblastos de paciente) y otro sin la delecién (HEK293T sin transfectar). A continuacion se
encuentran las células transfectadas con las diferentes combinaciones.

Como se observa en la figura todas las combinaciones han funcionado y cabe destacar
que la combinacion de las guias sgRNA2 y sgRNA3 presenta mayor intensidad en la banda con
la delecién que el resto de las células transfectadas. La combinacion de las guias sgRNA1 y
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sgRNA3 también mostrd en otros geles una intensidad de banda mas significativa que en los
otros dos casos. Por tanto, estas dos combinaciones fueron las empleadas en el apartado
siguiente, en el que se buscaba obtener lineas clonales con la delecién.

4.3. Obtencidn de lineas clonales en HEK293T y SH-SY5Y

Para la obtencion de lineas clonales con la delecion mas prevalente en la enfermedad
de Batten se emplearon en paralelo células HEK293T vy células SH-SY5Y. Las células HEK293T
presentaron una elevada eficiencia de transfeccién y ofrecieron resultados 6ptimos en la
evaluacion inicial de las guias. Las células SH-SY5Y provienen de una linea celular humana de
neuroblastoma, por lo que sus caracteristicas son similares a las células que se encuentran mas
afectadas en esta enfermedad. Ademds, las dos lineas tienen un comportamiento similar a los
fibroblastos a nivel de la respuesta lisosomal-endosomal a las condiciones de cultivo, de
manera que estas lineas celulares pueden ser buenos modelos complementarios para el
estudio de alteraciones en lisosomas y endosomas en la enfermedad.

Ambos tipos celulares fueron transfectados con la pareja de guias sgRNA1y 3y con la
pareja sgRNA2 y 3. A continuacidon, y como se explica en el apartado de métodos, se usaron las
técnicas de obtencién de clones por dilucién en placas de 96-well y la técnica de discos de
clonaje para obtener colonias procedentes de una sola célula (Figura 4.5).

. Dilucion
Transfeccion:
- sgRNA1+3

- sgRNA2+3
-

==y Discos de clonaje

Figura 4.5. Esquema de los pasos realizados para la obtencion de clones. En primer lugar se
transfectaron células HEK293T y SH-SY5Y con las dos parejas que habian ofrecido mejores resultados en
la evaluacion inicial (sgRNA1y 3y sgRNA2 y 3). Para el aislamiento y obtencion de clones de las células
transfectadas se emplearon dos procedimientos: dilucion en placa de 96-well (parte superior) y discos
de clonaje (parte inferior).

Con ambos procedimientos el proceso requirido bastante tiempo debido a que las
células después de la transfeccion crecian de forma mas lenta. Por ejemplo, fue necesario
esperar mas de una semana para poder ver pequefias colonias en los pocillos de las placas de
96-well. Ademas, el proceso de amplificacion de cada clon para tener suficientes células para
extraer DNA gendmico y comprobar los clones por PCR también llevd varias semanas. Algunos
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de los clones obtenidos no llegaron a ser analizados debido a que crecian formando agregados
y perdian la adhesion a la superficie.

Este andlisis se realizdé con una PCR especifica para el genotipado que permite
diferenciar los clones homocigotos de los heterocigotos. Por un lado se empled el cebador
directo FRW5 que hibrida delante de la deleciéon y el cebador reverso REV3 que hibrida
después de ésta. En este caso, el amplicdn era de 1600 pb para los clones que no presentaban
la delecién y de 640 pb para los que si la tenian. Por otro lado, y para asegurar el resultado, se
empleé el mismo cebador directo FRW5 y el cebador reverso REV5, que hibrida en la propia
region de la delecion, por lo que en los clones que presentaban la delecién no se obtuvo
producto de PCR y en los clones sin modificar, el amplicén resultdé de 600 pb aproximadamente
(Figura 4.6).

Delecion 1,02 kb

— N — CLN3

FRWS REV5 REV3

Figura 4.6. Esquema de los cebadores empleados en el analisis de los clones por PCR. En esta figura se
representa el gen CLN3 con la delecién objeto de estudio y los cebadores directos y reversos,
representados con una flecha, que se han utilizado para el andlisis.

Se analizaron un total de 46 clones de células HEK293T, de las cuales 20 se habian
obtenido por dilucién en placa de 96-well y 26 por el procedimiento con discos de clonaje. En
total, 6 clones resultaron homocigotos para la delecidon y 2 heterocigotos. Con respecto a las
células SH-SY5Y, se analizaron un total de 43 clones y sélo se obtuvo 2 clones homocigotos y 1
heterocigoto. Es decir, tanto en HEK293T como en SH-SY5Y pueden observarse mejores
resultados en los clones obtenidos por dilucion (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Resultado del analisis de los clones obtenido en HEK293T y en SH-SY5Y. En esta tabla se
recogen los datos del analisis de los clones segun el tipo de célula y el procedimiento empleado para su

obtencion.
Tipo celular Técnica Clones Clones Clones

’ analizados homocigotos heterocigotos
Diluciéon 20 5 1

HEK293T
Discos 26 1 1
Diluciéon 26 2 1

SH-SY5Y
Discos 17 0 0
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Los casos en los que las células no presentan la delecién pueden ser debidos a que la
célula a partir de la que se formd la colonia no se transfectd y por tanto, no tenia el sistema
CRISPR/Cas9, por lo que no pudo sufrir la modificacion. Los clones que presentan la delecién
en heterocigosis puede deberse a que el sistema no ha podido cortar ambas cromatidas por
cuestion de tiempo, ya que el plasmido que lleva el sistema CRISPR/Cas9 no se mantiene de
forma constitutiva en las células. Sin embargo, el hecho de que se pierda la funcién de Cas9 es
beneficioso puesto que el RNA guia podria unirse de forma inespecifica a otros puntos del
genoma y generar cortes no deseados.

En cuanto a la combinacidon de guias empleada, cabe destacar que ambas lineas
obtenidas en SH-SY5Y, tanto la homocigota como la heterocigota, provenian de células
transfectadas con la combinacién sgRNA2 y sgRNA3. Del total de los clones analizados,
aproximadamente en el 50 % las células habian sido transfectadas con esta pareja de guias,
por lo que se puede concluir en este caso que la combinacién sgRNA1 y sgRNA3 no ha
funcionado.

En cambio, los clones de HEK293T presentan diferentes resultados. Las dos lineas
heterocigotas obtenidas previenen de la transfeccidn con las guias sgRNA2 y sgRNA3, mientras
que de las homocigotas, dos de ellas son el resultado de la transfeccién de sgRNA2 y sgRNA3 y
las otras cuatro lineas clonales de las guias sgRNA1 y sgRNA3. En este caso la diferencia entre
una combinacidén y la otra no parecen tan obvias.

Por lo que se refiere al aspecto de las células, las que tienen la delecidn presentan una
morfologia diferente a las células control. Asi, las células HEK293T control presentan una
morfologia poligonal con ramificaciones y un nucleo bien visible en el centro. Las células con la
delecién, y en mayor medida las homocigotas, presentan una forma mas globular, con el
centro mas engrosado y en muchos casos cuesta apreciar el nucleo celular. Ademas, y lo mas
caracteristico de las células con la delecidn, es la presencia de unos acumulos en el interior del
citoplasma de las células, que se muestran refringentes al observar las células al microscopio
(Figura 4.7), como ocurre en las células de los pacientes con enfermedad de Batten.
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Figura 4.7. Imagenes de las células HEK293T. En esta figura se muestran las diferentes morfologias que
presentan las células HEK293T (células control sin transfectar y células heterocigotas y homocigotas para
la delecidn). Las imagenes se tomaron en un microscopio invertido de luz visible (Barra: 20 um). La fila
inferior es una ampliacién del drea enmarcada en blanco, en las células homocigotas se pueden ver los
acumulos marcados con flechas.

Las células SH-SY5Y control presentan una morfologia mas alargada y con
ramificaciones. Este tipo celular con la delecion en homocigosis muestran una forma mas
engrosada y crecen formando agregados. También pueden observarse en esas células los
mismos acumulos que en las células HEK293T mutadas (Figura 4.8).
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SH-SY5Y CONTROL SH-SY5Y HOMOCIGOTO

Figura 4.8. Imagenes de las células SH-SY5Y. En estas imagenes se muestra la diferencia entre la
morfologia de las células SH-SY5Y control sin transfectar y las células homocigotas. Las imagenes se
tomaron en un microscopio invertido de luz visible (Barra: 20 um). La fila inferior es una ampliacién del
area enmarcada en blanco, en las células homocigotas se pueden ver los acimulos marcados con
flechas.

En resumen, se han modificado genéticamente células HEK293T y SH-SY5Y utilizando la
tecnologia CRISPR/Cas9, para producir la delecidn de 1,02 kb en el gen CLN3 y se han obtenido
varios clones que pueden ser utiles como modelo experimental para el estudio de la
enfermedad de Batten.
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. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que podemos destacar de este trabajo son:

— Se han disefiado cuatro sgRNAs funcionales para producir los cortes en los extremos
de la delecion de 1,02 kb del gen CLN3 mediante la tecnologia CRISPR/Cas9. El
programa empleado, CRISPR RGEN Tools, ha hecho una prediccién acertada de los
mejores candidatos, ya que la evaluacion de estas guias, usando células HEK293T, ha
permitido comprobar que todas las combinaciones por parejas de sgRNAs generaban
la delecidn.

— La combinacidn de sgRNAs con la que se han obtenido mejores resultados en SH-SY5Y
ha sido la sgRNA2 y 3, mientras que en HEK293T los resultados han sido muy similares
para la combinacion sgRNA1 y 3 y para la combinacion sgRNA2 y 3.

— La eficacia de transfeccion para obtener lineas estables con la delecién de 1,02 kb en
HEK293T y SH-SY5Y ha sido diferente. Ha sido mayor en HEK293T, obteniéndose seis
lineas celulares homocigotas y otras dos heterocigotas. En cuanto a SH-SY5Y, se han
obtenido dos lineas homocigotas y una heterocigota.

— La morfologia que presentan las células modificadas es diferente a las células control, y
se pueden ver inclusiones citoplasmaticas como ocurre en las células de los pacientes
con la variante juvenil de lipofuscinosis ceroidea neuronal.

— Estas lineas celulares obtenidas por la tecnologia CRISPR/Cas9 podrian ser Utiles para

confirmar si las alteraciones observadas en los pacientes con enfermedad de Batten se
deben a dicha delecién y para profundizar mas en el estudio de esta patologia.
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ANEXO I. REGION DEL GEN CLN3 EN LA QUE SE ENCUENTRA LA DELECION

GTCCTTTCTGTCTGCACCATATATTAGCTCATTTAAGCCACACAGCAGTCCTGTGAGCTAGGTGCTATGA
TATTCCCATTTTCCAGATGAGGAAACTGAAGCTCAGAGAGTATAAACTCTTGACACACAACTAAGGAGT
GGGAGAGCTGAGACTTGAACCCAGGCGTGCCTGACTCCAGAGCCTGTGTTTGTAGCAGGCCTGTTTGG
CCAGCTCCTGCCTCTCCTTGGCCACGTGGTTGGGAGGGTTGTCCCCTGGAAGCTCTGCGGTCTCACTCT
ATTCTCCTGTCCCAGGCTGTGCTCCTGGCGGACATCCTCCCCACACTCGTCATCAAATTGTTGGCTCCTCT
TGGCCTTCACCTGCTGCCCTACAGGTCTGGGTGAGGGTAGTGGGAGGCAGGGTGGGCAGGAGCTGAG
AAAGGGGAGGCTGGGATGGCTGAGATGCTGAGAGTAGAGACCGACCTTCCCCCTCCCTTCCCTTCTCA
CCCCCTCAGCCCCCGGGTTCTCGTCAGTGGGATTTGTGCTGCTGGAAGCTTCGTCCTGGTTGCCTTTTCT
CATTCTGTGGGGACCAGCCTGTGTGGTGAGTGTGTGGTTCTGTGTCAGATGGGGAGCCCCGAGGAACC
ACATCAGAGCATTTGTGGGAAGAGTCTCCCCAGCCTCCCAGAGGAAAGGGATTCATTCTGTCACCCTTA
GAAGCCTGCTAGGGCTATCAGCAGTAGGCGATGGGAGACTGGGACAATTTGGAGGGGTAGGCAGTG
GAGGAGATGGGAGAAAATGGATGAATTAGATGGAGATTGAGGTGAACAAAGTCAAGACTCTGTGATG
GACCAGGCACAGTGACTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTGGAAAGCCAAGGCAGGCAGATCACCTGA
GGTCAGGAGTTCGAAACCAGCCTGGCCAACATGGAGAAACCCCGTCTCTACCAAAAATACAAAAATTA
GCTGGGTGTGGTGGCAGGAGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCTCTTGA
ACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTGTACTCCAGCCTGGGTGACAGGGCG
AGACTCCGTCTCCAAAAAGAAAAGAAAAGAAAAAGACTGATGAAGGGGCAGAGACATCAAGGGTGCA
TGTCTGCCCCTGGTCTGATAACTGGGTGGATGGAGGTGCCACTCTCCATGAAGGGACACGCAGGGGAG
TGGGGCTCTGCTTCAGACCTGGAACCTGGCCTATGCATGGGATCTATTGGAGCCTCTATGAGCTGATAC
TGAGGAGGCCATGGCCAGACACATTAGAGGCCTGGGCAGTGTGGCAAGGTGTGGTGTGACCATCCCA
GTGCTTGTCCTCCCCCCAGGTGTGGTCTTCGCTAGCATCTCATCAGGCCTTGGGGAGGTCACCTTCCTCT
CCCTCACTGCCTTCTACCCCAGGTAAGCAGGTGGAGCAGGGAGTGTGGGGAGAGGCTGTCCCATGGTC
AGCCTAGGTCCTCCTGAATGTTCCTGTGTTCTCCTTCCCAGGGCCGTGATCTCCTGGTGGTCCTCAGGGA
CTGGGGGAGCTGGGCTGCTGGGGGCCCTGTCCTACCTGGGCCTCACCCAGGCCGGCCTCTCCCCTCAG
CAGACCCTGCTGTCCATGCTGGGTATCCCTGCCCTGCTGCTGGCCAGGTGAGCTGCCCTGAGCCGGGA
GGGAGAGGGGTCCAAGGAGAGAAAACTTGGCCATGGCTIGGGTGTGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCA
GCACTTTGGGAGGCCAAGGAGGGCAGATCGCCTAAGGTCAGGAAACCAGCCTGGCCAACATGGTGAA
ACCCCGTCTCTACTAAAAATACAACAATTAGCCAGGTGTGGTGGCGGGTGCCTGTAGTCCCAACTACTC
AGGAGGCTAAGGCAGGAGAATCGCTTGAACCCCGGAGGCAGTGGTGGCAGTGAGCCGAGATCGTGC
CATTGCACTCCAGCCCGGGCGACAGAGTTAGACTCTGTCTCAGGAAGAAAAAAAAAAAAAGAAAGAA
AAGAAAACTTGATTATGATTGCAATCTTCAAGTCCCTACCTTGCTGTGAAGGGAGGCGGAATCTGGACT
CTGATAGCCCCAGGTGTGAGTCCTGGAGCTGCCACTTTTTAGCTTTGTAGCGTTGAACAAGTTACTCCA
CCTCTCTGAACCCTCAGTTTCCCCATATCTCAAATGGCAGTTGTTCTTGCTTTCCTTGGAGGTGATGAGG
GTAATGCATTCAGCACAGTGTGGTTCCCAAGGTGATTAGAAGTAGGATGAGGGTGGACTTTATTTGATT
AGTTCCTTTTTTTTTTTITTTITTITTTTTITAATCAGTGTTGACCAGGTTGGCCTCGAATGTGTAGCCTTGCCTG
CCTGAGTGCCAGGGCAACAGGCCTGAACCATGGCGACTCCCTTTTTTTITTTITTITTITTTITTITTITTITTGA
GACGGAGTCTCATGGTGTCACTCAGGCTGGAGTGCAGTGACTGGTGTGATCTCAGCTCACTGCAGCCT
CGGCCTCCCGGGCTCTAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCCCATGCCA
CCATGCCTGGCTAATTTTTTATATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACTGTATTGGCCAGGCTGGTCTCAA
ACTCCTGACCTCAAGTGATCCACCTGCCTTGGCCTCCCATAATGCTAGGAATACAGGCGTGAGCCACCG
CGCCCGGCCTGATTAGTTCTGTGTATTTTCATGCATATTACAAAACACTTTGGCCGGGCATGGTGGCTCA
CATCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGGGCGCACCACGAGGTCAGGAGTTTGA

31



ANEXO II. SECUENCIA DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS PARA LAS sgRNAs Y
CEBADORES PARA PCR

F-CR1 5’-CACCGAAAGAAAAAGACTGATGAAG
R-CR1 5-AAACCTTCATCAGTCTTTTTCTTTC
F-CR2 5’-CACCGTGAAGGGGCAGAGACATCAA
R-CR2  5’-AAACTTGATGTCTCTGCCCCTTCAC
F-CR3  5’-CACCGAAGTCCCTACCTTGCTGTGA
R-CR3  5-AAACTCACAGCAAGGTAGGGACTTC
F-CR4  5’-CACCGCCTCCCTTCACAGCAAGGTA

R-CR4 5’-AAACTACCTTGCTGTGAAGGGAGGC

FRW5 5’-GCTATCAGCAGTAGGCGATGG
REV5 5’-ACACTGCCCAGGCCTCTAATG
FRW3  5'-GAGAGAAAACTTGGCCATGGCTG
REV3  5’-CTCATCCTACTTCTAATCACCTTGG
F-PX458 5’-GAGGGCCTATTTCCCATG

R-PX458 5-GTTATGTAACGGGTACCTCT
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ANEXO lll. SECUENCIACION DE LAS CONSTRUCCIONES CON LOS sgRNAs
>HB1=F_PX458_G08.ab1l

NNNNCNNGNTGTTAGANAGANAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAAT
ACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATC
ATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACAC
CGAAAGAAAAAGACTGATGAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA
TCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA
GGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAGTAACGCCAA
TAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAG
TGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGCCC
AGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGT
CGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTA
TTTATTTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGGGGGGGGGGGGGGGN

>HB1=R_PX458_C09.ab1

NNNNNNNNNNNNNNCGNNNNNNCNNNAACGGNNTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTA
AAACANANNANCANCGANNCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCT
ATTTCTAGCTCTAAAACCTTCATCAGTCTTTTTCTTTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATATATAAAGC
CAAGAAATCGAAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATTTTAAAACATAATTTTAAAACT
GCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTTTGTACTAATATCTTTGTGTTTACAGTCAA
ATTAATTCCAATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATGCAAATATGAAGGAATCATGGGAAATAGG
CCCTCACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCNGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTT
TCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCNNN

>HB2=F_PX458_H08.ab1l

NNNNNNNNNNNNGTTANAGAGANAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAA
ATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTA
TCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAAC
ACCGTGAAGGGGCAGAGACATCAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGT
TATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAAT
AAGGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATA
ACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAGTAACGCC
AATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCA
AGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGC
CCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATG
GTCGANGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATT
TATTTATTTTTTTAATTATTITTGTGCNNCGATGGGGGNNGNGNGGGGGGGNNNNNNCNNNANGCNG
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GGNCGGGGCGGNNNAGNGNCNGGCGGNNNNNGCNANNNGTNCNNNNNCNNCNNNTCNNANNN
GNNNNCNNCNAANNNTNNNNTTTANNGGNNNNNNNN

>HB2=R_PX458_C09.ab1

NNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNANNNNGGANTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCT
CTAAAACAANNNNNNNNNNNNNNNNTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACT
TGCTATTTCTAGCTCTAAAACTTGATGTCTCTGCCCCTTCACGGTGTTTCGTCCTTTCCACANGATATATA
NAGCCAAGAAATCGAAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATTTTAAAACATAATTTTA
AAACTGCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTTTGTACTAATATCTTTGTGTTNACA
GTCAAATTAATTCCAATTANCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTANATGCNAATANNANGGAATCATGGGA
AANANGCCCTCNCNTGTGAGCANANGGCCNGNNNNNNNNNNNNAANCNTANANNNGNNNNNTTG
CNGG

>HB3=F_PX458_A09.ab1

NNNNNNNNNNNTGTTANAGAGANAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAA
ATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTA
TCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAAC

ACCGAAGTCCCTACCTTGCTGTGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTA
TCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAA
GGCTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAGTAACGCCAA
TAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAG
TGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGCCC

AGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGT

CGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTAT

TTATTTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCGGNNNNGGGNGGGNNNNCGCNCCANGNNNNG

NNNGGNNNNNGGNNNNGGNGNNNNNNCGNNNNNNNGNNNGAANNNNTNNNNNNCGNNANCC
NNNNANANNNGNNNCNNTCNNAANNNTTCNNTTTNNNGNNNNNNNNN

>HB3=R_PX458_C09.ab1

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNGANTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCT
AAAACAANNNNNNNNNNNNNNNNTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTT
GCTATTTCTAGCTCTAAAACTCACAGCAAGGTAGGGACTTCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATATAT
AAAGCCAAGAAATCGAAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATTTTAAAACATAATTTTA
AAACTGCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTTTGTACTAATATCTTTGTGTTTACA
GTCAAATTAATTCCAATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATGCAAATATGAAGGAATCATGGGAA
ATAGGCCCTCACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCNNNNAACCGTANAANGGCNNCGTTGCTG
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GCGTTTTTCCANANNCNCCNCCCCCCNGANNNAGCATCNNANANNTCNANNCNCANGTCNGANGTG
GCNAANNCCGANAGGACNANNNNNNNACCAGNCNTTTCCNNNNNNANNGCNGNN

>HB4=F_PX458_B09.ab1

NNNNNNNNNTGTTANAGAGANAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAAT
ACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATC
ATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACAC
CGCCTCCCTTCACAGCAAGGTAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATC
AACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG
CTAGTCCGTTTTTAGCGCGTGCGCCAATTCTGCAGACAAATGGCTCTAGAGGTACCCGTTACATAACTTA
CGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAGTAACGCCAATA
GGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTG
TATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTGTGCCCAG
TACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCG
AGGTGAGCCCCACGTTCTGCTTCACTCTCCCCATCTCCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTTA
TTTTTTAATTATTTTGTGCAGCGATGGGGGCNNNNGGNNNNNGNNNNNNCNCCANGNGGGNNGGG
GCGGGGGNCAGGGGCGGGNCGGNNNNGCNNANNGTGCNNCNNCNNNCNAATCNNANNNNCGCG
CNCNAAAGTTNNCTTTNNNNNNNNNNGNNGNNN

>HB4=R_PX458_C09.ab1

NNNNNGCGNNNGCGCTNANCGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACAAAAAAG
CACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTA
AAACTACCTTGCTGTGAAGGGAGGCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATATATAAAGCCAAGAAATCG
AAATACTTTCAAGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATTTTAAAACATAATTTTAAAACTGCAAACTACC
CAAGAAATTATTACTTTCTACGTCACGTATTTTGTACTAATATCTTTGTGTTTACAGTCAAATTAATTCCA
ATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATGCAAATATGAAGGAATCATGGGAAATAGGCCCTCACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACT
ATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACC
GGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTANGTATCTCA
GTTCGGTGTANGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCA
CNGGTAACNGNANTAGCAGANCGAGGTATGTNGNCGGNGCTACANANTTCTTGNAGTNGNNGCCNA
NCTANGNCTANNCTAGAANAACANNNNTNGGNNNNNGCGCTCNNCNNAANCCNNNTACCNTNNN
NNAAAANANTTGGNANCTNTNGNNNNNNNNNNNAACNNNNNNNNGGNANNNGNNGNTTTTTTN
NTNNNNNNNNNNNATNNNNNNNNAAAANNNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNTNCNNNG
NNNNNNN
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ANEXO IV. SECUENCIACION DE LAS CELULAS HEK293T

>PCRHEK5=FRWS5_F07.ab1l

NNNNNNNGCAGNGGANGANANGGGANANTGGATGAATTAGATGGAGATTGAGGTGAACAAAGTCA
AGACTCTGTGATGGACCAGGCACAGTGACTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTGGAAAGCCAAGGCAG
GCAGATCACCTGAGGTCAGGAGTTCGAAACCAGCCTGGCCAACATGGAGAAACCCCGTCTCTACCAAA
AATACAAAAATTAGCTGGGTGTGGTGGCAGGAGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAG
GAGAATCTCTTGAACCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTGTACTCCAGCCTG
GGTGACAGGGCGAGACTCCGTCTCCAAAAAGAAAAGAAAAGAAAAAGACTGATGAAGGGGCAGAG
ACATCAAGGGTGCATGTCTGCCCCTGGTCTGATAACTGGGTGGATGGAGGTGCCACTCTCCATGAAGG
GACACGCAGGGGAGTGGGGCTCTGCTTCAGACCTGGAACCTGGCCTATGCATGGGATCTATTGGAGCC
TCTATGAGCTGATACTGAGGAGGCCATGGCCAGACACATTAGAGGNNNGGNCAGTGTANNN
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NNNNNNNGNNTNANNNNNNNNACCTCCAGGAAAGCAAGAACAACTGCCATTTGAGATATGGGGAA
ACTGAGGGTTCAGAGAGGTGGAGTAACTTGTTCAACGCTACAAAGCTAAAAAGTGGCAGCTCCAGGAC
TCACACCTGGGGCTATCAGAGTCCAGATTCCGCCTCCCTTCACAGCAAGGTAGGGACTTGAAGATTGC
AATCATAATCAAGTTTTCTTTTCTTTCTTTTTTTTTTTTNNNNCNNNAAAAAAANNNNNNNNNNNNCCC
CNGGGNGNNNNNNAANNNGNNNANTNNNGNNNNNNNNCNNCNNNNNCCNCGGGGNNNNNNN
NNNNNCCCCNNCNNNNNNNCCNNNNNNNTNNNNNANNNNNGNNNCCCCCCCCCNNNCNGGNNN
ANTNNTNNNNTTTNNANNAAAANNGGNNTNNNNCNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNN
NNGNNAANNNNNNCCNNTNNNCCNCCNAANNNGNGNNNNTNNNGGNNNNNNNNNNCNNNNCN
NNNNNNGNNNAANTTTTNNNNNNNNN
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