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Resumen
CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR

associated systgms un sistema de edicion gendmica que utiliza una endonucleasa
derivada de la Cas9 bacteriana para introducir roturas de doble cadena en el DNA en
lugares precisos del genoma usando un RNA guia complementario a la regién diana. En
este trabajo, se intendesarrollar un knoek en la linea celular HERR93T, en donde la
insercién del gen que codifica para la proteina de resistencia a la puroescpraducida

por la recombinaciéon homdloga directa (HDR) mediada por la Cas9 en el exén/intron 1 del
gen PTHE. PTEN (también conocido como MMAC1 o TEP1) codifica para una fostatasa
dual de lipidos y de proteinas la cual actia como supresor tumoral. Esta antagoniza la
actividad de la PI3K defosforilando el fofatidilinositol (3,4t6josfato (PIR) a
fosfatidilinositol (4,5)bifosfato (PIR). Usando este enfoque, comparamos dos estrategias
para la creacion de los brazos de homologia a partir de los cuales se producira la HDR,
centrandonos en la variacion de la longitud de estos brazos. Finalereetge trabajee
obtieneuna linea celulaHEK-293T en la que la expresion dgen PTENse encuentra
suprimida y la vidPI3K/Akt/mTOR, alterada Concluimos que en nuestro caso, el sistema

CRISPR/Cas tiene una mayor eficiencia y eficacia al usar los brazos de horzofpaga

Palabras claves
CRISPR/Cas, hSpCas9, sgRNA, DBS, PTEN, kAackrazos de homologia



1. Introduccion:

1.1.La sefializacion celular por la via PI3K/Akt/mTOR

La sefalizacion de la via PI3K/Akt/mTOR (Phosphoinositidkinase/Protein
kinase B/mammalian target of rapamycin) se activa por un gran nimero de estimulos. Los
principales activadores de esta via son los receptores de membrana plasmatica con
actividad tirosina quinasa (RTK). Los RTKs se activan por la unién, en su dominio
extracelulara diversos factores de crecimiento. De esta forma, cuando se produce la union
ligandoreceptor, este Ultimo se activa, se autofosforila en los residuos de tirosina,
resultando en un incremento en su actividad quinasa. Esto, resulta en la activacion de
diferentes proteinas que se encargaran de propagar la sefial del receptor. Entre éstas, se
encuentra la fosfatidilinosite8-kinasa (PI3K) que fosforila los lipidos fosfoinositélicos del
anillo de inositol, PtdIing,5P2 (PIR), generando los fosfatos PtdiB8sPtdIns3,4,5P3
(PIPs).! Estos liptlos especializados que se acumulan en la membrana celular para reclutar
en la membrana plasmatica proteinas que contienen el dominio PH (pleckstrin homology),
entre las que se encuentran las seti@anina quinasas Akt o PDK (fosfoinositide
dependant kiasal).

Una vez en la membrana, la PEIK puede acceder al dominio de activacién de la
Akt y fosforilarla en la tirosina 308. Por otro lado, el complejo mTORC2 (formado por
MTOR, DEPTOR, mLST8, MAPKAP1, PROTOR y RICTOR) fosforila la serina 473 del
motivo hdrofébico de la Akt. Una vez fosforilada en ambos residuos, la Akt se disocia de
la membrana y activa o inhibe multiples proteinas sefalizadores por fosforilacién en sus
residuos de serina y treonina, promoviendo asi, la supervivencia y proliferacitar, celu
angiogénesis y metabolismo celular. La defosforilacion de ambos lugares de la Akt se lleva

a cabo por la fosfatasa 2A (PP2A) y por la fosfatasa PHLPP, respectivatfiente.

Lasdianas de Akt son una gran variedad de proteinas responsables de transmitir la
sefial por multiples procesos celulares. Entre estos, se encuentran proteinas reguladoras de
la apoptosis, como FOXO, BAD y BE2, del metabolismo celular como la GSK3, de la
integridad y reparacion del DNA, como la MDM2, y del ciclo celular, como p27 y p21,

entre otras. Ademas, Akt también inactiva a TSC2, induciendo asi la activacion de RHEB,



gue a su vez estimula la actividad fosfotransferasa de mTOR. Al contrario, cuando TSC2
no se encuentra fosforilado, forma un complejo con TSC1, inhibiendo RHEEB. Finalmente,
Akt también puede activar al complejo mTORCL1 (constituido por mTOR, DEPTOR,
mLST8, PRAS40 y RAPTOR) por fosforilacion inhibitoria de PRAS40, que es un
regulador negativ de este complejo. El complejo mTORCL1 fosforila entonces a la p70S6K

y a 4EBP1 para activar la traduccién proteica. (Figura 1.)

El elemento regulador negativo por excelencia de toda esta cascada de sefializacion
es PTEN, una fosfatasa con actividad dugleeica para proteinas y lipidos, que se

encarga de generar BI& partir de la defosforilacion de RIP

El gen que codifica para PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10) se localiza en el cromosoma 10g23, tiene una longitud d& {05
contiene 9 exones.Hasta hace pocos afios, se consideraba PTEN como una proteina
citosdlica. No obstante, pronto se publicaron diversos trabajos en los que se evidenciaba la

existencia de PTEN nuclédr La funcion de PTEN en el nicleo no esta del todo definida.

La forma citoplasmatica de PTEN es esencial en la regulacion de la ruta de
sefalizacion PI3K/Akt/mTOR, ya qu@esenta actividad antagénica a PI3K y se comporta
como un interruptor negati’8 De esta manera, cabe destacar el papel de PTEN como

supresor tumal°.

La activacion de PTEN conduce a una disminucion de la fosforilaciélosde
sustratos de Akt, afectando consecuentemente a procesos tan importantes como la
progresion del ciclo celular, el metabolismo, la migracion, la apoptosis, la transcripcion y la

traduccion.
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Figura 1. Esquema de la via cano6nica PI3K/AK/MTOR.

En conclusion, la via PI3Rkt/mTOR regula funciones celulares esenciales como
el metabolismo celular, crecimiento, migracion, supervivencia y angiogénesis. Ademas, se
esta estudiando el papel de algunos elementos de esta via en procesos como la transicién
epiteliomesénquima (EMT)la reparacion del DNA, la autofagia, la senescencia y el

mantenimiento de células matfe

1.2. Mutaciones en el gen de PTEN y carcinogénesis

Las mutacionede perdida de funcién d&TEN dan lugar a una desregulacion de la via
PIBK/Akt/mTOR y consecentemente, a una proliferacion celular descontrolada,
caracteristica de las células tumorales. Existen determinados sindromes proliferativos,
como el sindrome de Cowden, en el que el 80% de los pacientes presentan mutaciones de
PTEN en la linea germinal.l Eermino PTEN Hamartoma Tumor Syndrome (PHTS) se
utiliza para unificar estos sindromes clinicos, aparentemente dispares, en una sola entidad.
Se caracterizan por el crecimiento tumoral benigno y un alto riesgo de padecer cancer de
mama, endometrio y tirdes. Los pacientes con PHTS son una poblacién rara pero ideal
para estudiar la biologia de PTEN vy el desarrollo de farmacos dirigidas, ya que la pérdida
de PTEN parece ser el mecanismo conductor de los rasgos fenotipicos de este *sindrome
Ademas, en muchos tumordsumanos esporadicos, tales como en el carcinoma
endometrial, se pueden encontrar deleciones, mutaciones o alteraciones de PTEN, en el que
la inactivacion del supresor tumoral es el defecto genético mas comun. Mas de un 83% de
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los carcinomas endometriale®n antecedentes de lesion premaligna presentan PTEN

alterado, normalmente, por una pérdida de exprEsion

1.3.La ingenieria genéticaaplicada a la modelizaciomle enfermedades
genéticas

El avance en relacion al estudio de la biolog@decular se esta dando cada vez mas
rapido y, concretamente, se ha ido profundizando en los campos de la gendémica y la
genética. En este contexto, en los setenta, con la aparicion de la tecnologia del DNA
recombinante se inicié una nueva era en la bialggja que fue entonces cuando nacié la
ingenieria genética como tal, y, con ella, se ilspLel desarrollo de la biotecnologia
moderna. Desde entonces, los cientificos se han visto capacitados para manipular el
material genético pudiendo asi, realizar el estudio tanto a nivel de estructura, organizacion
y funcién, como de regulacién, expresiprevolucion de los genes. Es asi como a dia de
hoy, somos capaces de realizar mutaciones en los genes de una forma dirigida y obtener el
cambio deseado en una determinada secuencia, que implique, a su vez, el cambio fenotipico

especifico requerido por lvestigador.

Una vez conocido el mundo de la ingenieria genética, entendiendo ésta como la
aplicacion de las tecnologias del DNA recombinante a problemas biologicos, médicos o
agricolas especificos, aparecen nuevas herramientas y técnicas significatvanas
eficaces y econdmicas, cuya finalidad es poder manipular el material genético de cualquier
célula. Estas técnicas de edicion gendmica se basan, en su mayoria, en enzimas nucleasas
programables como meganucleddasucleasas con dedos de zinc (ZFNs), nucleasas
efectoras tip activacion de la transcripcién (TALENS}® y en las agrupaciones de
repeticiones cortas palindrémicas regularmente interespaciadas asociadas a nucleasas Cas
(CRISPRCas}®.



1.4 Componentes y actuacion de CRISPR/Cas9
El sistemaCRISPR/Cas9es un mecanismde defensa frente a ataque viricos

presente en procariotas. Se basa en la produccién de cortes en el genoma virico, este
sistema hoy en dia esta siendo adaptado para su utilizacion como herramienta genética.
Para que e mecanismo de defensa y ahora téminiuevosistema de edicion gendmica

lleve a cabo los cortes en el DNA, se requieren Unicamente dos componentes: la proteina
Cas9 y el RNA guia.

La enzima Cas9 se caracteriza por tener una arquitectura bilebukique uno de
los l6bulos (REC) se encarga del reconocimiento de la diana y el otro (NUC) posee la
actividad nucleasa Este Gltimo l6bulo se compone de dos dominios nucleasa RuvC y
HNH, y de un dominio de reconocimiento de la secuencia R@bminio PI}%*°. Existen
varias versiones modificadas de la Cas9. Por ejemplo, la Cas9n oiCkesth, en la que
en uno de sus dominios nucleasa esta desactivado, y solo produce el corte en una de las
cadenas de DNA diafs®

La otra mitad del sistema CRISRFRas9 de @efio consiste en un componente de
RNA diplex, formado porel crRNA y la molécula de crRNA transactivador o tracrRNA,
denominado de forma geneial conjunto comdRNA guia. EI crRNA complementpor
apareamiento de bases cond@na en el DNA o protoespador a lo largo de 20
nucleédtidos (Figura 2)Es preciso aclarar que en este apareamiento de bases no tiene por
gu® darse | a compl ementari edad leptidas feechalla a . En
una secuencigue, a su vez, aparea con el otro dangtnte del RNA guia, el tracrRNA
formando una estructura muy caracteristica con varias horquillas. Se sabe que la molécula
de tracrRNA es requerida para la union del RNA guia con la Cas9 y la buena orientacion
de éste para con la interaccion correctaceel crRNA y su diana haciéndose indispensable

su presencia para el funcionamiento de la herramienta de edicién gefit(higara 2)

El crRNA:tracrRNA, puede construirse en forma de duplex de igual manera en la
gue podemos encontrarlo en su estado natural o bien puede fusionarse craapdmeira
en forma de una sola cadena con un lazo de unidn entre sus dos elementos constituyentes
cambiando su denominacion por la de sgRNA, abreviatura de single guide RNA. Este

sgRNA sigue teniendo las caracteristicas clave del RNA guia, la secuend@ de
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Figura 2 A la izquierda el RNA guia detrastura duplex formado por el crRNA vy el
tracrRNA A la derecha, el sgRNA constituido solamente por un RNA resultante de la fusion
mediante un lazo de unién entre el crRNA y el tracrRNA. Notese también la presencia y posicion de
Aunque la secuencia PAM no sea un componente como dhlsidtema
CRISPR/Cas, es inviable usar esta herramienta sin conocer su participacion en la misma.
La secencia PAM, cuyo acronimderiva de los términos en inglés Protospacer Adjacent
Motif, se compone de una serie de nucleodtidos localizados en la @giéond e | a

DNA diana que no se une al sgRNA a pocos nucleétidos de la secuencigklgura 3)

La presend de esta secuencia, implica la identificacién de la diana por parte deo@es9,

la endonucleasasociada al sgRNAreconoceen primer lgar por el dominio Ph la

secuenciaPAM produciéndose la unidbn DNBas9, posteriormente se separan las dos

hebras y la herramienta se desplézapt r ede tadebra en busca de su dfdnea

secuencia nucleotidica de PAM, puede variar dependiendo del microorganismo del que

9

que

hebr a

cor

1



proceda la Cas9 utilizadpero suele s&8 -NGG que corresponde a la protei@Gas9mas

utilizada, laSpCasqS. pyogene€as9.

1.5.CRISPR/Cas, ebrigen

Fue en el afio 1987 cuando por primera vez se dessib&aber ara que servida,
existencia de un grupo de secuencias repetidas de 29 nucle&gasadagor 32
nucledtidos dentro de un fragmento de DNgue codificapara el gen iaprocedente de
una cepa del isroorganismo Escherichia ctli Mas tarde otros grupos de investigacion
también confirmarota presenciale estas repeticiones diversosmicroorganismoscomo
en otras cepas de E. cokn Shigella dgenteriae y Salmonella entéfitaen diferentes
cepas de Mycobacterium tuberculosisly las arqueas Haloferax lanii y Haloferax
mediterrané?’.

Gracias al desarrollo de las nuevas tecnologias de secuenciacion, a finakes de
aflos 90, se fue descubriendo paesenciageneralizadade dichas secuencigs ya
denominadas con el nombre de secueniciesespaciadas repetidas en tandem o LTRR
(long tandemly repeated repetitive) tanto en bacterias como affjuedsmas de esto, en
2002, se acuiid el término secuencia lider paeaignarla secuencia conservada

parcial mente |l ocalizada en el extredo 5606
(Figura 3

En ese mismo afio, tras un consenso entre diversossgsgdecidié nombrar con
el acronimo CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a estas

secuencias repetidas interespaciadas.

A pesar de dicho progreso, todavia noceaocianada ni de su funcién ni de la
totalidad de sus compomes. Tambiénen el afio 2002, se demostréo qiel locus de
CRISPRse transcribiaen la misma direcciomultiples RNAs por lo queseconcluyo que
se transcribia todo el locus en forma de RNA precuesa@ual fue denominado pa@RNA
y, a continuacion, ste precrRNA se fragmentaba en trozos mas pequefios de RNA
actualmente conocidos como crRNA(Figura Supl De manerasimultanea se
identificaroncuatro genes Cas (CRISRRsociated) localizados en regiones contiguas al

locus de CRISPR. Por este motivo, se propuso que su funciondébélir ligada a la de
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CRISPR! (Figura 3. Ademas, en este mismo estudio, se sugirieron las funciones probables
de algunas proteinas Cas teniendo en cuenta ciertas homologias con helicasas vy

exonucleasas.

A CRISPR Locus
I Spacers ]

CAS Genes Leader \ \ / /l

I Repeats

A CRISPR Array
Figura 3 Locus CRISPR

En 2005, se descubri6é, mediamieuso de la bioinformaticagque las secuencias
espaciadoras eran homadlogas a secuencias pertenecientes a DNA virico, de cromosomas y
de plasmidos que no eran transmisit#&% Estas observaciones permitieron hipotetizar
gue CRISPRactuabacomo unsistema de defensa adaptatipoopio de microorganismos,
contrelementos de DNA invasdf>®y que, su mecanismo de actuacion era similar al del

RNA de interferencia existente en eucaritas

Poco a poco, tras estos estudiosfuseon describiendo lomecanismos que sigue
estesistemaadaptativode defensaproporcionandasicada vezmayor conocimiento del
tema Como por ejemplo Imanifestaciorde laintervertion de los crRNAs codificados en
los espaciadores de CRISPR sobre dianas de®*P¥ 4l procesamiento de este crRNA en
algunos de los tipos de sistemas CRIZBPR el corte del DNA diana por parte de la
proteina Cas9 guiada por los crRNAs y la imporimgie adquiere la presencia de PAMs
en estos casdso la necesidad de que los crRNAs se encuentren unidos a tracrRNAs
formando estructuras de RNA duplex para que se asocien con la Cas9 y ésta lleven a cabo

su funciorf.

En resumen, la maquinaria de accion de CRISPR/Cas como sistema de defensa
basado en RNAe puede simplificagntres etapasadquisicién,.expresdn einterferencia.
En el proceso de fAinmunizaci - -no, se consi de
invasivo, y se determina en sacuencia ufragmento concretel protoespaciaddfutura

secuencia espaciadora) se corta y se incorpora en el |l oc
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secuencia lider y una de laspeticiones Cerca del protoespaciador, se encuentra la
secuencia PAM (motivo adyacente al protoespaciador), una secuencia conservada cuya
funcion es la ddacilitar el reconocimiento futuro del protospaciador por el sistema de
defensaPosteriormente, losspaciadores se expresan en forma de un transcrito de RNA
primario denominado precrRNA portador de todos los espaciadores del locus que,
posteriormente, esortado por endonucleasas en fragmentos méas pequefios (CrRNA)
formados por la secuencia de un espaciador y una repeticion. Mas tarde, en la interferencia,
cuando el organismo sufre de nuevo un ataque del agente invasivo, este CrRNA
acompafado de protein@as entre otras, se une por complementariedad de bases a la
secuencia previamente adquirida sefializando a las nucleasas que deben cortar el elemento
genético externo. Todos estos sucesos, permiten al microorganismo identificar como diana
de corte, a eleméws extrafios portadores de material genético y asi, neutralfzarlos

(Figura Sup?

Es a partir del afio 2011 cuando se empieaxmorar la posible aplicacion en
ingenieria gendmica desistema CRISPRas. Para entonces, ya se conocian los
componentes fundamentales del sistema CRIGRR5orla Cas9, el crRNA y el tracrRNA
y se pensaba en la manera de reconvertirlo en un sistecteasa que pudiera editar
genomas guiado por un RNA guia. Mediante la caracterizacién bioquimica des€as9
constaté que la enzima purificada podia ser guiada por un crRNA para generar un corte en
su correspondiente DNA diana y no sélo esto, sino querfasdo las dos estructuras de
RNA del sistema (el tracrRNA y el crRNA) en una construcdémominadaomo sgRNA
(single guide RNA)el corte del DNA dianan vitro se veia facilitad§* Finalmente,
diferentes grupos consiguen, en el afio 2013, editar el genoma de células de mamifero
mediané la generacién de mecanismos de reparacion denominados de union de extremos
no homologos (NHEJ) o reparacion directa por homologia (HDR) a travées de la expresion
heteréloga de CaspsgRNA que dirigen a la proteina hacia su diana de*c8PtéFigura
4).

A partir de ese afo y hasta la actualidad, se han ido estudiando y analizando de
manera mas profunda cada uno de los componentes de la herrdifffeateanzandasi

una técnica cada vez masecisade ediciondel genoma celulaa través dl sistema
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CRISPR/Ca&9. La herramienta ha sido utilizada paaléerar de varias maneras, los
genomas de una multitude espe@s como lo son cultivos de células hum&h¥s
bacteras®, nematodo¥, gusanos de seaascidias’, pez cebrd, anfibios®, roedore¥’y
planta§® entre otras. En cuanto al méro de publicaciones en revistas cientificas
reladgonadas con el empleo de CRISPR, estenultiplicaafio a afio e incluso mes a mes,
siendo ya 715 losrabajospublicadosen los que aparecen en el buscador de articulos
cientificos PubMecen lo que llevamos de 2016, igualando ya en nimero a los articulos

publicados en total en el afio 2015.

1.6.CRISPR/Cas9 como modelo de modificacion génica
Una vez se tiene una noéai basicadel funcionamiento natural del sistema

CRISPR/Cas se puede llevar o de este sistema como herramienta de modificacion

genética.

En primer lugar, se ha de saber que la proteina Cas9 es la encargada deskealizar
corte en las hebras del DNA bicatenaidsB) en la region diana. Una vez producido este
corte, la maquinariaelular de reparacion del dafio erDA se pone en marcha. Dicho
mecanismo de reparacioasta presentele forma naturaken la gran mayoria de tipos
celulares y organism®s y puede seguir dos vias de reparacion, la de unién de extremos no
homélogos (NHEJ) o laiade reparacion directa por homologia (HD&gun se encuentre
0 no un molde. El tipo de alteraciébn genémigar tanto,sera diferente segun si da una

unaotra via y esto dependera del cambio que el investigador quiera fomentar.

Mediante lavia de union de extremos no homodlogos, los dos fragmentos
bicatenarios de DNAgenerados son religados, produciéndose por ello modificaciones en
forma de inserciones o @eliones (InDel) que, si se producen en el exdn diana, pueden
acabar generando un knecltt por cambios en la pauta de lectura o por la apardzon

codones de parada prematGfogFigura 4)

Por otro lado, si se introduce un molde de reparacion de forma exdgena, se activa la
maquinaria de reparacion de dafio via HDRaB&&,implica la recombinacién entre el
DNA diana que ha sufrido el corte y el molde de reparacion, que puede ser o un constructo
de DNA bicatenario o uwbligonucledtidode DNA monocatenario, en ambos casos

sendas secuencias de homologia con el DidAadflanqueando la secuencia de insef¢ién
13



Este mecanismo es maz de producir cualquier tipde mutacion deseada mediante el
remplazode la secuencia diana por el molde de reparaiidetizado por einvestigador
con las alteraciones oportuffagFigura 4)

NHEJ generate random

a deletions and
f Y frameshift mutation
e — v
Cas9 with sgRNA Target binding and Initiation \ HDR generate precision

DNA cleavage of repair modification

DNA template  §
with partial
target homology

Figura 4. Mecanismos de reparacion del DNA aplicando CRISPRAg&NAIdirige a la
Cas9 a la diana correspondte para iniciar ladicion genémica. En las céluasariotas, hay dos
vias principales de reparacion de dafio de DNA:-Namologous End Joining (NHEJ) and
Homology Directed Repair (HDR). EL NHEJ, elimiag, lpmeduciendo habitualmente cambios en
la pauta de lectura yor tanto la inactivacién del gen. EI HOQRgedese utilizado para hacer
cambios especificos de la region diana, si a la vez que se introduce los componentes del sistema
CRISPR/Cas9 se propamnea también un molde de reparacion especifico spiénserte erta zona

dafada.
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2. Objetivos

El primerobjetivo de la estancia practica se basa en el aprendizaje de técnicas de
biologia celular y molecular, en el conocimiento de los procedimientos més adecuados en la
manipulacion de lineas y cultivos celulares, y en el perfeccionamiento de la practica
individual y personal, todo esto con un trabajo continuado en un laboraterio

investigaciéon centrado en la patologia oncolagica

Una vez alcanzado con éxito ept@mer requisitogel proyecto de invaigacionse
desarrolleen el entorno de PTENel modelo @ modificacién genética CRISPR/Capfira

alcanzatos siguientes objetivasoncretos

1. Optimizarel sistema CRISPR/Cas9 para introducir mutaci@meneas celulares.

2. Realizar un Knockn en el locus de PTEN mediante el sistema CRISPR/Cas9 y la
reparaciérpor recombinacion homéloga.

3. Determina de los efectos dela mutacion generada mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9, sobre la sefalacion par#aPI3K/Akt/mTOR.

15



3. Materiales y metodos:

3.1.Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR
En primer lugarhay que prparar un gel de agarosa al 1%TehE 1X (TAE20X:

96,89 de Tris, 14,88g de EDTA, 22,84mL de Acido acético glacigiy HilliQ hasta 1L)

y Sybr Safe DNA Gel StaiflpuL Sybr Safe DNA Gel StainlOmL de TAE 1X).Para

ello,se vierten en un matraDdmL del tampon de electroforesis TAE1g de agarosa

(1%). Se funde la solucion de agarosa en un microondas. Posteriormente, se deja enfriar la
suspensién. Mientras tante sella con cinta adhesiva el sopattede se va a verter el gel

de agarosa y seoloca el peine que servira para formar los pocillos dellggh vez la
solucion de agarosa se enfria, se aflagleénicrolitros correspondientes 8gbr Safe DNA

Gel Stain Se mezcla bien y se vierte la solucion de agar&gy Safe DNA Gel Staian

el soporte previamente sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos.

Por otro lado, se afiade a cada tubo de PCR 10uL de LB DNA 6X (360uL de EDTA
0.5M, 9mL de glicerol 100%, trazas de Bromofenol azul y enrasar hasta 30mL,©on H
mQ) o de Orangina (10mMDTA 0.5M pH6.8, 10mM TRIS, 30% glicerol, Orange G y
enrasar hasta 20mL con,® mQ segun el peso molecular de los productos de PCR
obtenidos. Estos dos componentes nos ayudan, tanto a la hora de cargar las muestras en el

gel, debido a la densidad del glicerol, como para sidredeesta el frente de migracion del

gel.

Una vez el gel ¢a polimerizadpse quita la cinta adhesiva y se coloca el gel junto
al soporte en una cubeta de electroforesis que contiene TAE 1X, de tal forma que los
pocillos queden en la zona del catodo.c8manen los pocillodas muestrapreparadas
anteriormentey seconectan los electrodos a fiaente de alimentaciorSe programa la
fuente a unos 100 voltios y se comienza a correldetroforesis que durara unos-89®
minutos.Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos denBdiAnte

luz UV y se realiza una fotografia de la imagen.
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3.2 Diseflo ymanipulacion de los sgRNAsontra lasecuenciade PTEN

3.2.1. Disefio de sgRNA
Para reatar el disefio de los sgRNA®n primerlugar, se debe realizauna

bdsqueda bioinformatica en

la base de datgenémicos o#ine Ensembl

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000171862;r

=10:878631138797193(), para asi poder obtener la secuencia deseada d&lTged es
e X t rpemeointrén {RIDUI&R ,
Sup3.).Una vez sedispone deesta informacion, seleben buscarentornoa la zona

de

deseadaposibles secuencias PAM gue son requigdca poder diefiar el sgRNAComo

ci

ro, | a

secuenci a

del

se muestra en la figura Bnavez se eligen las secuencias Pgeyluede proceder disefar

las diferentesecuencias de IgRNA que consisten en los 20 nucleétidos adyacentes en
| a s ebn esterestudjdemBsfsdleccionado 6 secuencias PAM.

560

a

Los sgRNASse sintetizan artificialmente en forma de oligonucleétidos.

TCGCCACCAGCAGC TTC TGO CATC TCTC TCC TCC TTTTTC TTC AGCCAC AGGC TCCCAGAC ATGACAGCCATCATCR
AAGAGATCGTTAGC AGALLC AL AAGGAGATATCAAGAGGATGEATTCGACTTAGACTTGACCTytatocatttotgr..

III G

sgRNAG

Targer: BEECAGGCTCCCAGRCATGACAG
Bew: CTGTCATGTCT GHEAGCC THEEE

Target: BEETCATCALAGAGATCGITAGC
Rew: GCTAACGATCTCTTTGATCANER

sgPHA+PTEH3
Target: AGATCGTTAGCAGARACARAAGE

GGATCGTTAGCACAAACARR
CCTAGCAATCGTCTTTGTTT

Figura 5 Disefio de secuencias de sgRNA especifica de genoma

|

CTCCCAGACATGACA TCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAPAGBAGATATCARGAGGAT
GGATTCGACTTAGACTTGACCT

sqRHA+PTENA
Target: AAAACCACATATCAAGACGZATCG

CRALCCACATATCAACAGEL
CTTICCTCTATAGTICTCCT

Target: ACAGGCTCCCAGACATGACABED
Rew: TETCCGAGSETCTGTACTGTEER

sgPHA-PTENG
Taroget: CCAGACATGACAGCCATCATCAA
Rev: TTGATGATGECTGTCATGTCTEG

GCTFATGATCGECTGTCATGTC
CACTACTACCGACAGTACA
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3.2.2. Clonaje delossgRNA
Las secuencias de los sgRNAs anteriormente disefiadas deben clonarse en un vector

plasmidicg con el que posteriormente transfectaremos nuestras lineas celulares de interés.
En este caso, se elige el plasmi@pCas9(BBRA-GFP (PX458) (addgene #48138).

En primer lugar, nuestro sgRNA debe ligarse a un sgRNA scaffold presente en este
plasmidg y que se encuentra bajo el control del promotor B8J-pt r eamo de e st
secuencia, hay una diana de restriccion para la enzima Bbsl que nos servira para ligar los
oligos disefiados de las secuencias sgRNA especificas de geRamaacello, a las
secuencias di$adas por nosotros como sgRNA debemos incorporarleentadiana de

dicha enzima para poder clonarlos correctamente en el vector (Figura Sup4).

Ademas, kevector PX458 también tiene bajoagntrol delpromotor CBh el gen de
la hSpCa9 y de la EGFP (Figusa, por lo que a su vez nos valdra para introducir en la
célula el segundo componente necesario para el funcionamiento del sistema CRISPR/Cas,
el gen hSpCas9, que codifica para la proteina humanizada C8s@y®enessi como el
gen EGFP, que nos s@a como marcador de una buena transfeccion del plasmido.

En primer lugar, se lleva a calpara cada sgRNAa hibridacion de los dos primers
que dara como resultada futura secuencia gutiel sgRNA,es decir,un oigonucledido
de doble cadena contexmos cohesivos pata enzima Bbsl y que sera el inserto que se
introducird al vector.Para ello, los primers se disuelven en buffer de PCR y se

desnaturalizan 5 minutos a 95C, dejando que se enfrien a temperatura ambiente.

En segundo lugar, se lleva abo la digestion del vector con la enzima Blyspor
altimo la ligacién delinserto con el vector digerid®ara ello, 1mg de DNA se incuba a
37°C con el enzima en un volumen den25 Una vez digerido, el DNA se resuelve en un
gel de agarosa y se proceglecorte y purificacion de la banda correspondiente al vector

digerido.
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L] CBh XNLS5 hSPCas? 24 EGFP NLS

pEpCas#(BERIA-CEF (FX458): Cast '

from 5. pyogenes with 2A-EGEF, and
cloning backbone for sgRINA # i

- . Bbsl  Bbsl T mmel L

Quiche soquBnce AAAGGACGAAACACCCOOTCTTCGAGARGALCT AN, L]

paion sl IRRRnRprnnnran PennRpneprnnnl I I 1l e rnen

TTT{EI’[’.CT'I"II’..TSG:-:L*-’.I-AM TETTCTGLA Cruy

PuEcE SOGUENCE i i i

ngart

Figura 5. Esquema parcial del vector PX458

3.3Transformacion debacterias competentesE. coli D H 5 biediante
choque térmico

En primer lugarse descongefaen hielounos 50e Lde células deE. coliD H 5. U
Una vez descongeladas gjb la llama, seafiadel-5 ¢ L | ONA plasmidicosobrelas
bacterias descongelasl Se recomienda que el volumen utilizado pl&smidosupereel

10% del volumen total de células.

Una vez realizada la mezcla, se incuban los vidg@esinutos en hiely, pasado
este tiemposesometerias células a un choque térmi€@imerose introducen los vialesn
un bafio a 42°C durantb segundos. Rapidamentegnscurridoestetiempo, se traspasan

de nueva hielo y se dejan reposar durante 2 minutos

Una vez realizado el choque térmico, bajo llama, se afiaden a cada v3i®5D
de medio LBpreviamente calentagdy se incuban 87%C a 100-300rpm durante 1 hora.
Finalmente, sesiembrancon el asa de Digralsky las células en placas dead®
suplementadas con los antibidticos adecuados para la seleccion de las células
transformadas. Se deja la placa hacia arriba para que se alasonbacla durante unos
minutos, y finalmente se incuba la plalacia abajpovernight a 37°C.

Es aconsejable realizar todo este procedimiento también para un control negativo, es

decir bacterias competentes a las cuatese les ha afiadido plasmido.
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3.4.Saeening de coloniaspor digestion del plasmidd®X458 con las
enzimas Fpsl y Bbs1.

3.4.1. Extraccion y purificacion de DNA plasmidico (Miniprep)
Algunas de las colonias que hayan crecido en las placas se pican con una punta de

pipeta, y se ponen a crecer en 3 dd_LB junto con 3 pL de Ampicilina y una punta de
pipeta con la que habremos picado la colonia elegida. Esta mezcla se deja overnight en
agitacion a 37°C. A la mafana siguiente, se centrifuga el cultivo bacteriano, que ha crecido
a lo largo de toda la nbe, durante 20 minutos a 4000rpm. Se descarta el sobrenadante,
intentando dejar el pellet bacteriano lo mas seco posible. Luego, se resuspende el pellet en
360 pL de Buffer P1 (6,06g TRIS, 3,72gJE®TA-2H,0, 100mg de RNase A,.B milliQ

hasta ajustar a 1lpH: 8.0), y se dejd min a temperatura ambienteasado ese tiempo, se
anaden 360 pL de Buffer P2 (950mL deCHMQ, 8g de NaOH y 20g de SDS), se realizan
varias inversiones suaves y se deja 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
el tiemp, se afladen 360 uL del Buffer P3 (294,59 de potasio, mL,@en) hasta 1L,

pH: 5,5), se realizan varias inversiones suaves, y se incuba en hielo durante 10 minutos.
Pasado este tiempo, se centrifuga durante 20 minutos a 4000rpm. Tras centrifugar, se
res@ta el sobrenadante (filtrandolo con una gasa) y se afiaden 2,5 volimenes de etanol
100%. Se mezclpor inversion yseguarda a20°Centre 20 minutos y 1 hora. Pasado este
tiempo, se centrifugd5 mirutosa 4000 rpmSe déimina el sobrenadantese lava epellet

con etanol 70% frioSe centrifugadurante20 mirutos, y finalmente, el pellet de DNA

plasmidico se resuspende, en campandse Lde HO milli Q estéril

Para llevar a cabo la cuantificacion de la concentracion del plasmido, preparamos
50 uL de una dilucién 1/10 y 1/100 de nuestro plasmido en H20 milli Q estéril y se corren
las muestras en un gel de agarosa. Ademas, se prégmraisnas diluciones con UnNA
plasmdico de concentraciéon conocida. Estas dos diluciones finales permiten calcular de
manera aproximada la concentracion de nuestro plasmido, comparando la intensidad de

banda de nuestigasmido corel control.

3.4.2. Digestion de los plasmidos purificads
A la mafiana siguienteras la incubaciorse debeealizar unscreening de colonias

recombinantes y asi asegurarnos de que las colonias obtenidas se han transformado con el
20



plasmido que lleva el inserto integrado correctamente. Paranellee puedeealizar una

PCR convencional con primers que flanguarzona de insercion, puesto que la diferencia

de nucledtidos entre la banda obtenidaa el plasmido vacio y la banda obtenida péra
plasmido que ha integrado el sgRNA es tan poca que no se pued&mal correr los
productos de PCR en un gel de agarosa. Por ello, se lleva a cabo una digestiéon con las
enzimas Fpsl y Bbsl de los plasmidos, ya que cuando se lleva a cabo el clonaje de los
SgRNA en el plasmido PX458, se estd a la vez eliminando enasddos dianas de

restriccion. El protocolo déigestion es el que se muestra en la Tabla 1.

. Volumen Temperatura .
Reactivo (eL) ) Tiempo (h)
H,O milliQ 22
Buffer 10X 3
EDTA 10mM 2
37°C 2

Enzima Fspl 0,5

Enzima Bbsl 0,5
DNA plasmidico 2

Tabla 1. Condiciones de digestid@e los plasmidos PX45§RNAs

Las muestras digeridas se corren en un gel de agarosa para comprobar que colonias son las

gue se han transformado correctamente y cuales no.

3.5. Extraccién y purificacion de DNAplasmidico(Maxiprep)
Unavez se tiene etonocimientode que colonias son las gsehantransformado

correctamente, sponen a crecer 10GnL de LB junto con 10QL de Ampicilinay una

punta de pipeta con la que habremos picado la colonia elegida. Esta mezcla se deja
overnight en agitacién a 37°C. A la mafiana siguiegesentrifuga el cultivo bacteriano,

qgue ha crecido a lo largo de toda la nochgante 20 minutoa 4000rpm. Selescarta el
sobrenadante, intentando dejar el pelleacterianolo mas seco posible. Luego, se
resuspende el pellet en 12 mL de Buffer(B06g TRIS, 3,72g N&DTA-2H,0, 100mg

de RNase A, BD milliQ hasta ajustar a 1L. pH: 8,0y se deja2 min a tempetara
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ambiente Pasado ese tiempse afiaden 12 mL de Buffer P2Z50mL de HO mQ, 8g de

NaOH y 20g de SDS serealizan varias inversiones suavgsse deja 5 minutos a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se afaden 12 mL delFBuffer
(29459 de potasio, mL de @ mQ hasta 1L, pH: 5,5)se realizan varias inversiones
suaves, y se incuba en hielo durante 10 minutos. Pasado este tiempo, se centrifuga durante
20 minutos a 4000rpm. Tras centrifugar, se rescata el sobrenadante (filtrdndolcacon un
gasa) y se afiade?,5 volimenes detanol 100%Se mezclgor inversion yseguarda a
20°Centre 20 minutos y 1 horRasado este tiempo, se centrifd§amirutosa 4000 rpm.

Se dimina el sobrenadantese laveel pellet con etanol 70% fri®Gecentrifugadurante20
minutos Yy finalmente, el pellet de DNA plasmidico se resuspende, en cangpana,5 0 0 ¢ |
de HO milli Q estéril

La cuantificacién de la concentracion del plasmido se realiza de la misma manera

que la cuantificacion del plasmido obtemieh la miniprep.

3.5.1. Glicerinado de bacterias competentes

Para glicerinar las bacterias competentes transformadas con nuestro plasmido de
interés, se extrae 1mL del cultiv antesde proceder a la centrifugacio&En un tubo
eppendorf, se afiaden 600uL del imadty 400uL de glicerol al 50% estéril. Se pone el tubo
en contacto con Nliquido, hasta que se congeha finalmente, se guarda el producto

glicerinado a80°C.

3.6.Disefio y produccion del molde de reparacion
El propésito de este protocoloes generarel fragmento de DNA que por

recombinacion homolégaa a permitir obtener el Kdel gen de resistencia a la puromicina

en el gen de PTEN a partir d@5B generado por el sistema CRISPR/Zas

Este fragmento debestar formado por ef)jen de resistencia a laugemicina,
flanqueado por un lagporuras ecuenci a del 50UTR del ,gen de
por un fragmento deéxon 1 o delntron 1 del mismo gerkstos fragmentos flanqueantes

van a permitir laecombinacion homologa
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Para generar esfeagmento se siguen dos estrategias, una que genera brazos de

homologia largos y otra que gaa brazos de homologia cortos.

3.6.1. Brazos de homologia largs

La generacion del fragmento, con brazos de homologia largos, que servird como
molde de reparacion dBISB, se realiza mediante la amplificacion por PC&hcretamente
mediante cuatro PCR distintéSigura §. A continuacion se detallan loprogramasy las

condiciones de las reacciones:

PCR1ly PCR2
. Volumen Temperatura . .
Reactivo (el) °C) Tiempo Ciclo
H,O milliQ 4 96 106 1
Betaina 5 96 300
55 300
i 40
MasterMix 2X 125 72 16 y 2
Primer Fwd(10mM) 1
. 72 1006 1
Primer Rev (10mM) 1
Tag/Pfu (5:1) 05 4 2 1
DNA 1
Tabla 2 Condiciones de PCR pEa#@CR1y PCR2
PCR 3
: Volumen Temperatura : .
Reactivo (el) C) Tiempo Ciclo
H,O milliQ 3
_ 96 16 1
Betaina 5
MasterMix 2X 12,5 o 300
asterMix , R
?2 3 OA 0 42
Primer Fwd (10mM) 1 20
Primer Rev (10mM) 1 72 106 1
Tag/Pfu (5:1) 0,5 4 5 1
DNA 2

Tabla 3 Condiciones de PCR pa@CR3
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MasterMix 2X:( Se preparan al2cuotas de 100¢elL)

O 10e LBuffer 5X Colorless

O 8 L Mg26mM)

O2cL dNIDPM s

O 5 ¢ L,OMilliQ (hervida y UV)

Las secuencias de los primers emplea#o®ngitud del fragmento amplificado y el

molde usado son |lasguientss:

PCR1:

Primer Fwd: CTCGGAAGCTGCAGCCATGATG Hibrida con la region
50UTR del gen PTEN.

Primer Rev:GTCTGGGAGCCTGTGGCTGAAGAAAAAGG Hibrida con la
regi-n 56UTR del gen PTEN.

DNA molde:DNA gendmico de raton

PCR2:

Longitud fragmento amplificado: 835bgorrespondientes a lmegi - n 36 del
50UTR del gen de PTEN

Primer Fwd: TCAGCCACAGGCTCCCAGACATGACCGAGTACAAGCCCAC

Este se compone dena secuencia que correspoade | a r egi -n 306 del
amplificado por la PCR1 seguida dea secuencia que hibrida con el extremo

56 del gen de | a puromicina

Primer Rev.TCAGGCACCGGGCTTGCGGGTHibrida con el extremo®@ d e |
gen de la puromicina

DNA molde:pLenti CMV GFP Puro (addgene #17448¢ elige este plasmido
puesto quecontiene el ge de resstencia a la puromicindacilitando asi la
amplificacion del mismo.

Longitud fragment o coreesppndiénfes a amhopequeda7 0 0 b p
regi-n del extremo del 56UTR del gen PTI
puromicina
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PCR3:
- PrimerFwd: ACCCGCAAGCCCGGTGCCTGAGTATCCATTTCTGCGGCTGTTCCTC

Este se compone de una secuencia que correspandel a regi -n 306 d
resistencia a la puromicina seguidauh@ secueria que hibrida con el intr6h del
gen PTEN.

- Primer Rev.:TGTCTTATTCAGCAAGCTGACTCAG. Hibrida con elintréon 1
del gen PTEN.

- DNA molde: DNA gendmico de raton

- Longitud fragmento amplificado: 1161bporrespondientes a una pequefia
regi-n del extremo del 506 jdnolcongp@mte de r e
delintrén1 de PTEN.

El DNA gendmico de ratgrutilizado como molde tanto en la PCR1 como en la
PCR3, se obtuvenediante la digestion de un fragmento de a#aratonWT con sosa
(NaOH 250mM pH12)

PCR 1+2+3
. Volumen | Temperatura . .
Reactivo (el) ) Tiempo Ciclo
H,0 milliQ 3,5 96 16 1
Betaina 5 96 300
55 300
: 40
MasterMix 2X 12,5 79 36 y 3
Primer Fwd (10mM) 1
72 10606 1
Primer Rev (10mM) 1
Tag/Pfu (5:1) 0,5 4 b 1
DNAPCR 1 0,5
DNA PCR 2 0,5
DNA PCR 3 0,5

Tabla 4 Condiciones de PCR paEa#®CR1+2+3

Los primes usados para la amplificacion de este fragmento son el primer Fwd

usado en la PCRL1 y el primer Rev utilizado en la PCR3.
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3.6.2. Brazos de homologia corte

La generacion del fragmento, con brazos de homologia cortos, que servira como

molde de reparacion dBISB, s realiza mediante la amplificacién por PGRyura 9. En

este caso mediante un uUnica PCR, con primers mas largos que los empleados para la

generacion del fragmento con brazos de homologia largos, se consigue generar un

fragmento de DKW quecorresponde al gen de resistencia a la puromitamgueadagpor

70bp a cada ladoorrespondientep o r

un |

ado

a

a regi

otro al exon 1 de PTEN. gontinuacion, se detalkd programa de la PCR utilizado

PCR fragmentoshomologia cortos
. Volumen | Temperatura . .
Reactivo (el) °C) Tiempo Ciclo
H,O milliQ 4 95 16 1
Betaina 5 95 300
M Mix 2X 12 55 300 35
asterMix D 79 16
Primer Fwd (10mM) 1
_ 72 56 1
Primer Rev (10mM) 1
Tag/Pfu (5:1) 0,5 4 b !
DNA 1

- n

Tabla 6 Condiciones de PCR pr®CHRpara generar el molde de reparacion domgmentos
homologia cortos

PCR fragmentos homologia cortos:

560UTR

Primer Fwd: GAAGAAGCCCCGCCACCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTC
CTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACATGACCGAGTACAAGC

CCAC. Secomponede 7/pb correspondi entes a

seguido

puromicina.

de

una

secuenci a

gue hi

Primer Rev AGTCTAAGTCGAATCCATCCTCTTGATATCTCCTTTTGTTT
CTGCTAACGATCTCTTTGATGATGGCTGTGGAAACAGCTATGACCAT

G. Se compa e

de

una

secuenci

a

que

hi
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resistencia a la puromicina seguido de 70bp correspondientes al exon 1 del gen
PTEN.

- DNA molde:pmEGFP_a_tubulin_IRES_puro2b (addgene #21®&¢lige este
plasmido puesto que contiene el gerresstencia a la puromicina, facilitando

asi la amplificacién del mismo.

- Fragmento amplificadayen de resistencia a la puromicina flanqueado por 70bp

de homologia con el gate PTEN a cada lado.

3.7 Extraccién y purificaciéon de DNA a partir de gel de agasos
Para comenzar, todo el material empleado para la extraccion y purificacion del

DNA ha de estar o bien autoclavado o bien lavado con agua y jabon. En primer lugar, se
hace un gel de agarosa al 1% de TAE 8ygbr Safe DNA Gel StainPor otro lad, se

aflade aada tubo de PCR fiQ de LB DNA 6X ode Orangina Se corren lamuestras en

el gel. Una vez nos aseguramos que la PCR ha salido bien, es decir, que las bandas
presentan el tamafio adecuado y no se observa contaminaeidolamco secortancon un

bisturi desechable las bandds interés, con la mayor precision posibiatentando coger

la menor cantidad de agarosa posibBe pnen 2-3 recortes de agarosa en una punta de
pipeta p1000 con filtroa la que previamente se le ha recortado la punta,égtaen el

interior de un eppendorESe apa cada eppendorf con papel de aluminge gongela a

80°C durante 15 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, se centrifuga a 7500rpm
durante 15 minutos a 4°@.continuacion, se afladdrnl0V de NaAc y 2,5V d&tOH frio

al 100%sobre el volumen final que ha traspasado el filista mecla se congela @0°C

durante 30 minutos. Una vez finalizado el tiempo, se centrifuga a 150000rpm durante 10
minutos a 4°C.Tras centrifugarse realiza un lavado cdtOH frio y, finalmente se retira

el sobrenadante y se deja secar el pellet de DNA bajo campana. Ya seco, se resuspende
cada eppendorf con 25uL de,® mQ estéril. Llegados a este punto, se realiza una

semicuantificaciorengel de agarosa
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3.8.Cultivo celular de laslineascelularesen dos dimensiones
3.8.1. Mantenimiento y siembrade las lineas
La linea celular HEK 2937Ten cultivo crece adherida al sustrato, es decir en
monocapa.Se mantiene con medidul beccobdsagrloaddd i em@diEum ( DM
suplementadaon 10% sierofetal bovino (FBS, 1 mmol/L HEPES, thmol/L de piruvab
sédim, 2mmol/L L-glutamina, y 1% de penigia/estreptomicina, y se incuba 37°C al
5% de COZ2EI procedimiento de division y siembra es el siguiente:

En primer lugar, es necesario comprobar danieroscopio que lasélulasestan en

perfectas condiciones.

A continuacion, y ahora ya si en la campana, se aspira el medio de cultivo de la
placa y se hace un lavado con PBfara eliminar el suero. Después, se procede a la
disgregacion celular, empledm tripsinaal 0,25% deEDTA, que es un quelante de iones
gue debilita las interacciones celulares geaeesitaria presencia de ionespmo es el caso
de las cadherinas, que necesttaltio. Se deja actuar durameroximadamente 5 minutos
en elincubade. Pasado este tiempo, se observaréisasal microscopiopara comprobar
que la tripsinizacién se ha producido eficientemente. En caso afirms¢éiadademedio
DMEM suplementado directamente sobre lacp con el fin de inactivar l&ipsina.
Normalnente para asegurar la completa inactivaaitenla tripsina, se adiciona volumen
de medio que sea, comminimo, el doble del volumen usado de tripsitge recoge la
suspensién celular, se centrifuga a 1000rpm durante 3 minutos y después, se aspira el
sobrenadante y se resuspende el pellet con el mismo medio usado anteriormente. A
continuacion, se cuenta elmaro de células presentes por mililitte sspension celular, y
una vez conocida la densidad celular, se puede proceder a plargalulas en placas de

cultivo.
3.8.2. Congelacion y descongelacion de lineas

Para llevar a cabo la congelacion de las céluldsipsinizan las placas siguiendo el
procedmiento habitual, y finalmente, el pellet celular se resuspendenénde medio de
congelacion(90% de FBS y un 10% de DM$ORapidamente, se ha de distribuir el

volumen final obtenido a viales de criopreservacion. Estos se dejan lo mas rapido posible,
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un minimo de 24ha-80°C. Pasado este tiempo, se ha de pasar los viales al contenedor de
N2 liquido.

La descongelacion de las células, se ha de hacer lo mas rapido posible, minimizando
al maximo el tiempo de contacto a temperatura ambiente entre las céallasegio de
congelacion. Para ellge descongela glal a 37°Cy a continuacionse pasan las células a
un tubocénicoque contenga DMEM o PBS. Se centrifuga a 1000rpm durante 5 minutos.
Se aspira el sobrenadante, se afiade 1 mL de medio de cultivo BME&Mmentadose
resuspende gisociasuavemente el pellet con puntas de pipeta y finalmsatplantan las

células en una placa de cultivo.

3.9.Transfecciéon dela linea HEK 293T con los sgRNA y emmolde de
reparacion
Se realizan tres experimentos distintos por sepakRaloun ladose transfecto la
linea HEK 293Tcon los PX458&gRNA y el molde de reparaci@on brazos de homologia
largo (Experimento IJabla 7) Después, de igual manera se transfecté con los distintos
PX458sgRNA y el molde de reparacion, pero esta vez el que presentaba brazos de

homologia cortos (Experimento @)abla 3.

Experimento 1

Brazos de homologia largos
.y DMEM suplementado | Producto de PCR Plasmido PX458 | Plasmido PX458sgRNA
Condicion
+25M SCRY7 (L) (elL) vaciog L) (2¢lL)

Control 100

Control 1 Producto de PCR 100 2

Control 2 Producto de PCR 100 2 2
SgRNA1 100 2 - PX458sgRNA1
sgRNA2 100 2 - PX458sgRNA2
SgRNA3 100 2 - PX458sgRNA3
sgRNA4 100 2 - PX458sgRNA4
SgRNAS5 100 2 - PX458sgRNA5
SgRNAG6 100 2 - PX458sgRNAG6

Tabla 7. Volumenes y componenteslas distintas condiciones ehexperimento 1
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Experimento 2

Brazos de homologia cortos
Condicidon DMEM suplementado | Producto de PCR | Plasmido PX458 | Plasmido PX458sgRNA
+25 M SCR7 (L) (elL) vac2o ( (2¢lL)

Control 100

Control 1 Producto de PCR 100 2

Control 2 Producto de PCR 100 2 2
sgRNA1 100 2 - PX458sgRNAL
SgRNA2 100 2 - PX458sgRNA2
SgRNA3 100 2 - PX458sgRNA3
SgRNA4 100 2 - PX458sgRNA4
SgRNA5 100 2 - PX458sgRNAS
sgRNAG6 100 2 - PX458sgRNAG

Tabla 8 Volumenes y componentes ths distintas condiciones en el experimento 2.

El procedimieto de transfeccidn para los desperimentos citado anteriormente es
el siguientePrimeramentese plantaen unaplaca de cultivo de 96 pocillo#106) la linea
celularde interésconuna densidad celular de 2568lulas/pocilloen un volumen final de
100pL enmedio 293T $00mlde DMEM, 5mL de MEM NEAA, 5mL de pirwato sodico,
1mL de penicilinagtreptomicina y 50mL de FB®activad9. Al dia siguiente, se procede a
realizar la trasfeccién. En primer lugar, se cambia el medio de cultivo por 80uL de medio
DMEM no suplementadeon SCR7 50mM (inhibidor de la NHESY al 5% de FBS
inactivado Por otro lado, se prepamen un eppendorfina disolucion de DMEMno
suplementadg lipofectamina 2000 (10uL DMEM + 0,3puL lipofectamina 2000 /pocili)
parte, en 7 gpendorfdiferentes se preparmalas siguientes mezclas:

- Control:10uL DMEM + 2uL Producto de PQPRocillo

- 10puL DMEM + 2puL Producto de PCR 2uL de sgRNAL1 linealizado o 2uL
de PX458sgRNA1/pocillo

- 10pL DMEM + 2uL Producto de PCR 2uL de sgRNAZ2 linealizado 2uL
de PX458sgRNA2/pocillo
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- 10uL DMEM + 2uL Producto de PCR 2uL de sgRNAS3 linealizado o 2uL
de PX458sgRNA3/pocillo

- 10puL DMEM + 2puL Producto de PCR 2uL de sgRNAA4 linealizado o 2uL
de PX458sgRNA4/pocillo

- 10uL DMEM + 2uL Producto de PCR 2uL de sgRMJ5 linealizado o 2uL
de PX458sgRNA5/pocillo

- 10puL DMEM + 2puL Producto de PCR 2uL de sgRNAG linealizado o 2uL
de PX458sgRNAG6/pocillo

Después, se afiaden 10uL por pocillo de la mezcla de DMEM+ lipofectamina sobre
los eppendorfs que llevan los sgRNAIl molde de reparacion. @gitan suavementgse
incubandurante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se afiaden 20uL de la mezcla

por pocillo segun la condicién requerida.

Al dia siguiente de la transfeccidn, se cambia el medio de cultivo o R&IEM
suplementado coh0% suero fetal bovino (FBS), 1 mmol/L HEPES, 1mmol/L de piruvato
sédico, 2mmol/L kglutamina, y 1% de penicilina/estreptomicigs250mM deSCR?7.

Una semana después, las células en las que se haya producido la recombinacion
homdoga de manera eficiente, seran resistentes a la puromicina. Asymogsel fin de
seleccionarlasse cambia el medio por 100ide DMEM suplementado, 250mM de SCR7
y 5ug puromicina/mL de medi&e debecambiar el medio con Iseleccion dos veces por

sanana hasta que comiencen a crecer clones resistentes.

3.10. Western Blot
En el Western Blot, el primer paso es la obtencion de los lisados celulares de cada

una de las condiciones de estudio. Para comenzar, se hace un lavado de lasleélulas,
interéscon PBS yse lisan con buffer de lisis (2% sodium dodecyl sulphate (SDS), 125
mmol/L TrisHCI, pH 6.8). Los lisados se recogen en eppendorfs, se sonican y se
cuantifican(Lowry) con un kitespecificopara proteina, para determinar la concentracion

proteica de cadauestra.

A continuacién, se carga en el gel de acrilamida la misanéidadde proteina de
cada una de las condiciones y se someten a separacion electroforétifAGBE $sodium

dodecyl sulfatgpolyacrylamide gel electrophais). Las proteinas separadatransfieren
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a una membrana polyvinylidene difluoride (PDVF), que se bloquea después durante 1 hora
leche desnatada al 2% en TB&D mmol/L TrisHCI, pH 7.4,150 mmol/L NaCl, 0.1%
Tween20). La membrana se incuba tota la noche en agitacion a 4°C aoti@lerpo
primario, y después de tres lavados con TBSe puede incorporar el anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa dwantora. Finalmem, se repiten los lavadossg

revela la membrana. Las sefiakes detectan poguimioluminiscenciacon Luminatd™

Forte Western HRP Sustrate en el ChemiDoc MP Imagining System.

Los anticuerps primards enpleados en este trabajonsanti-pAkt (Ser473) antk
PTENy antiUTubulina. La tubulina se utiliza comcontrol de cargalLos anticuerpos
secundariositilizados son artigG-ratén y antilgG-conejo.

4. Resultados

4.1. Screening de colonias por digestion del plasmido PX458 con las
enzimas Fpsl y Bbsl.
El plasmido usado para el clonaje de los diferentes sgRNAs, el PidaBzne

ertre otras muchasas secuecias de las dianas de restriccion de las enzimas Fpsl y Bbs1.
Cuando se realiza de manerasfatitoria el clonaje del sgRNA en este plasmido, la diana

de restriccion desaparece, por lo que el uso combinado de ambas enzimas de restriccion,
nos permitir&istinguir entre una colonia transformada que posea el plasmido PX458 vacio
de otra que posea el plasmido clonado. En el primer caso, las dos enzimas podran cortar al
plasmido, generando dos fragmentos de diferentes tamafiosde 8000bp y otro de
1300bp. En el segundo caso, solo la enzima Fpsl cortara al plasmido, generando un
fragmento de 9320bp, que correspandelos 9300bp del vector vacio junto con los 20bp

pertenecientes a la secuend#asgRNA especifica de genomae ha sido clonada.

Por ello, on el fin de poder seleccionar que coloniagde ¢ o | son |d3 Hue &k
han transformadoorrectamente con el plasmido portador de los sgRNA y cuales no se han
transformado correctamente, o han integrado el plasmido vacio, se lleva ainzabo
digestion de los plasmidos purificadasy como se ha explicado en el apartado materiales
y métodosTras correr las muestraggdridas en el gel de agarosa, podemos observar en la
Figura 6 que las colonias seleccionadas habian sido transfornmadEtammente con los
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PX458sgRNAs, puesto que presentaban una Unica banda de 93Qfthpas, podemos

estar seguros que la digestion se habia realizado de forma satisfactoria y que por tanto la
banda no correspondia al vector no digerido, puesto que & reaa digestion paralela

del vector vacio, y esta nos da dos fragmentos, echo que demuestra que las enzimas han
actuado correctamente. Para asegurarnos del todo que esto es asi, y que por tanto tenemos
colonias transformadas con los vectores PXZgRNAS mandamos a secuenciar dichos

plasmidos.
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Figura 6. Screening de colonias transformadas con los plasmidos8pRIS8s

4.2 Obtenciéon del molde de reparacion
Varios articulos describen como mediante el uso del sistema CRISPR/Cas se puede

generar con relativa facilidad un knecldt de un gen determinado, mediante la reparacion

no homologa del DSB generado por la nucleasa. @@ sistema no permite realizaaun
seleccion de las células que han sufrido la mutacién, ya que solo produce la pérdida de
expresion del gen diana, haciendo méas complejo el aislamiento del clon o clones
transfectado/s del resto de células no transfectadas. Por ello nos plateamosedtilizar
sistema de reparacién por recombinacién homologa, el HDR, como estrategia para generar
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un KI de un gen de seleccion, el gen de resistencia a la puromicina, en el gen diana, PTEN.
De esta forma, mediante la adiccion de puromicina, se pueden seleda®raaiulas
transformadas, facilitando asi el estudio de las lineas mutantes generadas.

Como se ha explicado en el apartado material y métodos, para llevar a cabo Kl del
gen de resistencia a la puromicina, en primer lugar, se debe generar, mediante PCR, el
fragmento que servira como molde de reparacion del DSB producido por la proteina Cas9.
Se llevan a cabo dexperimentosuno con brazos de homologia cortos y otro con brazos

de homologia largos.

El proceso de generacién del fragmento de reparacion @aoide homologia
largos es un procedimiento largo y guowlica la realizacion de muchos pas@ebido a
estos inconvenientegn primer lugar, con el fin de agilizar el experimentse probd
realizar la sintesis de un molde de reparacion, con brazosordeldgia cortos. La
obtencion de éstieagmento requierana Unica PCR (Tabla &)le ahi que la obtencion del
fragmento sea rapidacon ellq la realizacion deéxperimento en general se vea agilizada,

ademas, de reducir el gasto econdmico.

Este molde de reparacion se genera mediante el uso de dos primers de 90bp. Como
se muestra en la figura 7, ambos hibridan 20bp en los extremos del gen de resistencia a la
puromicina. Las 70bp restanteke |l a secuencia de |l os pri me
coresponden en uno de | o0os casos a una secuenc

PTEN, y en el otro caso, coincide con una regiéon del exéon 1 del gen PTEN.

Fraementn Fraemento
E'UTR PTEN PURD Exdn 1

Plasmido pmEGFP a PURD — \ATG T,

tubulin IRES puro2b

Figura 7 Esquema de P@RI fragmento de brazdsomologia cortos

Vistos los resultados obtenidokteabajar con el fragmento de homologia cortos,

como segundo objetivo, se llevo a cabo la produccion de un nuevo fragmento molde a partir
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del cual se dara la recombinacion, el cual tendra brazos de homologiagiaedgtanquan

la region de corte de laaS9. La secuencia de este molde de reparacion, tal como se
muestra en la Figura 8, esta formado por el gen de resistencia a la puromicina, que presenta

en su extremo 56 una secuencia de 835bp hom:
gen PTEN,yensextremo 30 una secuencia de 1140bp ¢
del intron 1 de PTEN.

El molde de reparacion con brazos de homologia largos se genera mediante cuatro
PCRs (Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 5). Como se muestra en la Figura 8, la PCR1 genera un
fragmento de 835bp que corresponde a |l a sec
proxima al locus donde la Cas9 realizara los cortes con los diferentes sgRNAs. A su vez, la
PCR2, da como producto un fragmento de aproximadamente 700bp, que correspende al g
de resistencia a puromicina que Il l eva en e
nucle-tidos que presentan homolog?a con | a r
Por otro lado, la PCR3 da un fragmento de 1161bp, que se constituye de 21bp chel extre
36 del gen de resistencia a | a puromicina,
fragmento del intrén 1 de PTEN. Los productos de las diferentes PCRs se analizan
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se puede observar que solo se ha amplificado un
anico fragmento por PCR y que los productos resultantes presentan el tamafio de bando

adecuado, en base al marcador 1Kb DNA ladder.

El fragmento obtenido a partir de la realizacion de la PCR1+2+3 (Tabla 5) tiene
aproximadamente 2650bp. Al correr el produtde la PCR en un gel de agarosa, se observa
gue, al contrario de lo que ocurre con las otras tres PCRs, no se consigue un fragmento
anico; se obtienen varios fragmentos de diversos tamafios, entre los cuales esta el

fragmento de interés (Figura 8).
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100020
75000
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1
I ) [ —
T —— 6
l PCR1+2+3
PTEN 5" UTR PURO INTRON1 PTEN

Figura 8 Esquema de PCR1, PCR2, PCR3 y PCR1+2+3.
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4.3. Knock-in del gen de resistencia a la puromicina en el gen de
PTEN mediante PX458gRNA y molde de reparacion con brazos de
homologia cortos

La literatura cientifica describe a PTEN como uno de los gesnesesores

tumorales que aparece mutado con mayor frecuencia en una gran diversidad de canceres
humanos. Una proporcion significativa de estas patologias oncoldgicas presentan
deficiencia en el gen de PTEN, como por ejemplo los carcinomas de endometrio, de
tiroides, préstata y mama. Las mutaciones en PTEN dan lugar a una desregulacion de la via
PISK/AKmMTOR vy consecuentemente, a una proliferacion celular descontrolada,
caracteristica de las células tumorales. Asi pues, las alteraciones en PTEN juegset un pa
crucial en la iniciacion y progresion tumoré® Todo esto indica la importancia de este

gen en la sefalizacion tumoral. Teniendo en cuenta estos datos, se optd por generar,
mediante el uso del sistema de edicidbn gendmica CRISPR/Cas9, una linganuaiafde

para el gen de PTEN que mimetizase el comportamiento de las células cancerigenas con
alteraciones en este gen. De este modo, se puede estudiar in vitro los efectos de la
deficiencia de expresion de PTEN mediante el andlisis por Western Blot.d8dpara
facilitar dicho estudio, simultaneamente a la perdida de PTEN, se realiz6 la introduccién en
el locus de PTEN el gen de resistencia a la puromicina, para asi poder seleccionar las
células transfectadas.

Para alcanzar este objetivo, se llevo a ckbgeneracion de una linea celular
mutante de HEK 293TKnock-in para el gen de resistencia a la puromicina en el gen de
PTEN,utilizandoel sistema CRISPR/Cas@la edicibn gendmica ligada a éste basada en la
reparacion homologa directa (HDR) mediang dotransfeccion del plasmido PX458
clonado con el correspondiente sgRNA y el molde de reparacién con brazos de homologia
cortos (Figura 9)Asi entonces, se transfectd con lipofectamina las células HEK 293T,
siguiendo el protocolo de transfeccion desaiteel apartado de materiales y métodos.
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Plasmido pmEGFP a . \ PURG

tubulin IRES puro2b

_ATG PURO
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PTEN5’UTR ‘
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PTEN5'UTR

EXON1PTEN

TAA
EXON1PTEN

Figura 9 Esquema de la recombinacion homéloga con el fragmento con brazos de homologia

largos.

Tal como se muestra en figura 10, la transfecog&ultd satisfactoria, puesto que

en las condiciones donde el plasmido portador del EGFP estaba presente, habia un cierto

porcentaje de células que emitian fluorescencia de color verde. De esta forma, nos

aseguramos que algunas de las células estaméramipresando el gen de la hSpCas9 y los

SgRNA correspondientes.

PLX458 + Producto de
Producto de PCR PCR

Control

a-sgRNAS + Producto de a-sgRNA6 + Producto de
PCR PCR

Figura 10 Imagenes en contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T
transfectadas con PX458RNA y el fragmento de homolog@tos

Como se puede apreciar en la figura 11, lteamr a cabo la seleccién de las células

transfectadas con puromicina, se observé un 100% de muerte celular en las condiciones
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control. Por el contrario, en algunas de las condiciones donde si que habiamos afiadido el
producto de la PCR como, por ejempém las condiciones PX458)RNAS5 y PX458
SgRNAG, se observo crecimiento celular clonal. También se detectdé una disminucion del
namero de células verdes por campo fotografiado con respecto a las que habia tras

transfectar.

PLX458 + Producto de a-sgRNAS + Producto de a-sgRNA6 + Producto de
Control Producto de PCR PCR PCR PCR

Figura 11 Imagenes de contrastie fases y fluorescencia de células HEK 293T
transfectadas, seleccionadas con puromicina.

Finalmente, tras la seleccién, aparecieron clones resistentes a la puromicina en dos
condiciones. Estas son en las que aparte del molde de reparacion con losdbrazos
homologia largos, afiadimos el plasmido PX458 clonado con el sgRNA5 y el sgRNAG6. En
la figura 12 se puede observar que existe un nivel de expresion de PTEN diferencial entre
las distintas condiciones. Por un lado, en el caso de la condicion BYRBEAS la
expresion de PTEN y-pkt no se ve alterada. En cambio, los niveles de PTEN en la
condicion PX458&gRNA6 se ven disminuidos. En este caso, el nivel de-A&tse

mantiene respecto a la condicion control.
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pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)

Ctrl sg5 Ctrl sg6

PAKT | iy e G- —

TUDUIIN | i s——

Figura 12 Western Blot de la linea HEK 298&nsfectadas con las diferentes

combinaciones del PX458 y el molde de reparacidhosobrazos de homologia cortos

4.4. Knock-in del gen de resisistencia a la puromicina en el gen de
PTEN mediante PX458gRNA y molde de reparacion con brazos de
homologia argos
De la misma forma, se llevé a cabo la generacién de una linea celular mutante de HEK

293T,Knock-in para el gen de resistencia a la puromicina en el gen de RifiENyndoel

sistema CRISPR/Cas¥ la edicion gendmica ligada a éste basada en la reparacién
homologa directa (HDR), mediante la cotransfeccion del plasmido PX458 clonado con el
correspondiente sgRNA y esta vez el molde de reparacién con brazos de homologia largo
(Figura 13).

Para ellg se transfect6 con lipofectamina las células HEK 293T, siguiendo el protocolo de
transfeccion descrito en el apartado de materiales y métodos.
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Figura 13 Esquema de la recombinacion homoéloga cdragimento con brazos de
homologa largos.

Tal como se muestra en la Figura 14, la transfeccion del plasmido, que es portador
del gen EGFP, result6 satisfactoria en las condiciones donde estaba presente, puesto que un
cierto porcentaje de células emitia fluorescencia de color verde. De esta fasna,
aseguramos gue algunas de las células estan también expresando el gen de la hSpCas9 y los
SgRNA correspondientes. A su vez, tanto en el control en el que no se afiade ni producto de
PCR ni plasmido, como en el que no se aflade mas que el producto da p&fr de
haber células, como se puede ver en la figura 10, no hay ninguna fluorescente al mirarlas
bajo el microscopio de fluorescencia, debido a la ausencia del plasmido durante la

transfeccion en ambas condiciones.
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PLX458 + Producto de a-sgRNA3 + Producto de a-sgRNA4 + Producto de

Figura 14 Imégenes en contrastie fases y fluorescencia de células HEK 293T
transfectadas con PX458RNA y el fragmento de homologia largo

Como se puede apreciar en la figura 15, tras llevar a cabo la seleccion de las células
transfectadas afladiendo 5ug de puromicina por mL de mesdlas condiciones control, es
decir, en las que no habiamos afiadido el molde de reparacion, al no presentar el gen de
resistencia al farmaco, se observa un 100% de muerte celular. Por el contrario, en algunas
de las condiciones donde si que habiamosiddagl producto de la PCR, como por
ejemplo, en los pocillos donde habiamos afiadido el plasmido PX#8A3 y PX458
sgRNA4, se observa crecimiento celular clonal. También se detecta una disminucion del

namero de células verdes por campo fotografiado.

PLX458 + Producto de a-sgRNA3 + Producto de a-sgRNA4 + Producto de
PCR PCR PCR

- ) )
% | N IR 7 : e

Figua 15 Imagenes de contraste de fases y fluorescencia de células HEK 293T
transfectadas, seleccionadas con puromicina.

Control Producto de PCR
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Finalmente, tras la seleccion, en cinco de las nueve condiciones aparecieron clones
resistentes a la puromicina. Estas son en las caeeagel molde de reparacion con los
brazos de homologia largos, afiadimos el plasmido PX458 clonado con el sgRNAL,
SgRNA3,sgRNA4,sgRNA5 y sgRNAG. Al final, durante el proceso de seleccion, en uno
de los pocillos de la condicion control, donde transfectamnicamente el plasmido
PX458, sin ningun sgRNA clonado, y el producto de PCR, también aparecié un clon
resistente. No obstante, como se puede observar en la figura 16, la expresién de PTEN no

se vio afectada.

En la figura 16, se evidencia la existend@a una gran variedad de niveles de
expresion de PTEN entre los diferentes sgRNAs utilizados. Por un lado, como es el caso de
la condicion PX45&gRNA1 y la condicion PX458gRNA4, la expresion de PTEN no se
ve alterada. En cambio, los niveles de PTEN enoladicion PX45&gRNA3, PX458
sgRNA4 y PX458gRNA5 se ven disminuidos, pero no desaparecen completamente.
Ademas, en los tres casos, el efecto de la pérdida de PTEN correlaciona con un aumento de
la expresion de pkt, demostrando asi, que la pérdida RIEEN mediante el sistema
CRISPR/Cas9 tiene un impacto directo en la sefializacion por la via PI3K/Akt/mTOR. En
el caso de la condicion PX458RNA3, la pérdida de PTEN es total. No obstante, en las
condiciones PX458gRNA4 y PX458gRNA5 aun es posible @etar ciertosiveles de
expresion de PTEN.

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)

pSpCas9(BB)-2A-
203UN  PX458  sgRNA1 sgRNA3 sgRNA4 sgRNA6 GFP (PX458)

293 UN sgRNAS5

P-AKT (ser 473) | W S S -
p-AKT (ser 473) | —— e |

PTEN —— - -_

PTEN | - |

Tubulin 'w Tubulin —— ——

Figura 16 Western Blot de la linea HEK 293T transfectadas con la diferentes
combinaciones del PX458 y el molde de reparacion con los brazos de homologia largos.
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5. Discusion y conclusiones
Una vez realizado$ dos experimentos de transfeccion probando los diferentes

fragmentos de homologia se concluyo ,gele nuestro caso, el experimento en el que
empleamos los brazos de homologia largos, el sistema CRISPR/Cas9 presenta una mayor
eficacia y eficiencia con respecto al experimento donde se usaron el fragmento de
reparacion con brazos de homologia cortos. tBugse en el primer caso el nimero de
clones resistentes a puromicina y pérdida de expresion de PTEN era mayor que en el
segundo experimentdediante este experimento se consiguiclon con pérdida total de
expresion de°TEN, que sugiere, que el sistarl@RISPR/Cas9 ha conseguido disrupcionar
ambas copias de PTERnN diversos trabajos donde se compara la eficacia y eficiencia de
diferentes moldes, se ha visto qglenolde debe tener un alto grado de homologia con la
secuencia de DNA endogeno en sus mggoinmediatamentedyacentesl DSB, es decir,

el lugar de homologia debe encontrarse a menos deat@§ ge bases o, idealmentehd

de distancia del sitio de cotfeEste, por tato no es el problema causante de la mala
eficiencia de nuestro molde con brazos de homologia cortos, puesto que cumple este
requisito.Otra de las consideraciones que se deben hacer a ldehdisefiar el molde de
reparacioresel del tipo de mutacionug se quiere introducir por recombinacion homaéloga
Segun esta descritee debe utilizarun moldecuyos brazos de homologia tendran una
longitud aproximada de entre 50 y 80bp cada, shel cambio a introducir no es de un
tamafio superior a 50bfn camlo, para cambiogiue impliquen un tamaf superior a

100bp, los brazos flanqueantésn de teneuna extension de alrededor de 800 hages

ha visto que la eficiencia del sistema se retfu molde de reparacién empleado en este
trabajo,se ha disefiado para introducir todo el gen de resistencjgueolaicinadentro del

exonl de PTEN, lo que supone un cami& aproximadamente 700bp, por lo que es

normal queal emplear brazos de homologia de 70bp la eficiencia del sistema sea reducida.

Los resultados que obtuvimos en este trabajo para la generacion del Kl del gen de
resistencia a la puromicina en el locus de PTEN, tanto en el experimento que usamos
brazos ddhomologia largos, como en el que usamos brazos de homologia cortos, reflejan
un problemaasociado a la integracion inespecifica del molde de repara€iémo

podemos observar en la Figuras 12 yek6las condiciones en las crecen clones resistentes
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a lapuromicina, la perdida de expresion de PTjgiNde separcial, total o nulaEn las
condiciones en las que la expresién de PTEN se disminuye, pero no se elimina, puede ser
debido a dos motivos. O bien el sistema CRISPR/Cas ha actuado Unicamente erosno de |
dos alelos del gen PTEN y por tanto ha generado una linea celular con una Unica copia del
gen de PTEN, lo que al ser un supresor tumoral es suficiente para alterar la via
PI3K/Akt/mTOR, o bien, en el pocillo habia crecido dos clones resistentes amaigng,

uno KO para PTEN y otro con uirgegracion al azar del gen deplaromicinaque no haya
producido la deleccién de PTEN pero si la adquisicion de la resistencia a la puroBncina.

las condiciones en la que largiéla de PTEN es total, es porgelesistema CRISPR/Cas9

ha actuado eficazmenén los dos alelos del gen de PTEN y por tanto se ha generado una
linea celular resistente a la puromicina y KO para el gen de PH&MNeI contrario, en las
condiciones en las que crecen colonias resistentesgparomicina, pero la expresion de
PTEN no se ve afectadaera debido a lategracion al azar del molde de reparacion. Es
importante remarcar que, en principio, el molde de reparacion fue disefiado para evitar que
el gen de la puromicina se expresasecaso de insercion al azar, ya que carece de
promotor. Con esto, suponiamos que en caso de recombihac@iogala puromicina se
expresaria ya que quedaria bajinftuenciadel promotor de PTENDesafortunadamente

hemos observado que la insercidazdr en el genoma puede darse en lugares donde el gen

de la puromicina queda bajo la influencia de otros promotores que inician su expresion.

Hemos de destacar que el analisis diett@ducciénde mutaciones se ha hecho de
manera funcioamediante seleccion con puromiciyapor analisis del efecto de la
introduccion de mutaciones sobre la expresion de la proteina PTEN. Esto ha permitido un
analisisrelativamentadpido. De todas maneras, en el futuro analizaremos el DNA de estas

células ara conocer exactamente las mutaciones introducidas.

También cabe la posibilidad que la insercion al azar del gen de la puromicina se
produzca en regiones dfirget de la Cas9, es decir, en regiones donde la Cas9 ha cortado
el DNA de manera no deseadiztos efectos oftarget se dan porque en el organismo de
origen del sistem&RISPR/Cas%u funcion de defensa contra elementos nucleotidicos
externos, puede ser util el reconocimiento y destruccion de DNA viral o plasmidico

hipervariable Sin embargo, esteelativa flexibilidad en el reconocimiento de secuencias
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variables, cuando el sistema se saca de su contexto original y se dedica a la modificacion
gendmica, genera mutaciones indeseadas mas alla de la region diana y resulta en efectos
colaterales indesead®. Para evitar los efectos indeseados de loganffetes necesario
realizar correctament disefio del RNAjuia evitando que éste pudiera coincidir con mas

de una secuencia tanto codificante como no codificante mediante el estudio de la
secuenciacion del genoma de la célula a modificar y sirviéndose de herramientas de
busqueda de offarget disponibles en pagis de internet especializadas en CRISRR.

Con respecto a estalgunos estudios verifican que un alto contenido en G+C promueve
una mejor hibridacion mientras que un bajo contenido en estas, basesomo ua
horquilla de desapareamiento en la uni6n ARNA aumentan los offargef®. En
definitiva, se debe tratar, en la medida de lo posible, de aparear las bases del sgRNA y la

diana de mado que éstas coincidan al 100%.

Recientemente, se ha demostrado lgumtroduccidn de ribonucleomteinas que
contienen laCas9 recombinant@urificada, y un sgRNA sintetizadoin vitro, reduce
enormemente los othrget, a la vez que incrementa la eficiencia de edicién gendéniga.
explicacion de la reduccion de los-tdfgets es @ la ribonucleoprofea ejerce su funcion
sobre el DNA y después se degraBa cambio cuando se introduce la Cas9 en forma de
plasmido dentro de la célulaesta puede expresarse de manera mas conyinasi

aumentando su unién a dianas inespecfficas

Como pudimos observar al llevar a cabo la seleccion con puromiinapécidad
de editar el genoma de mamiferos con una alta eficiencia es uno de los puntos criticos para
alcanzar el pleno potencial del sistema CRISPR/@assto que la aparicion démes
resistentes a la puromicina era a lo sumo de uno o dos clones por. Ragigpromover el
aumento de dicha eficiencian este trabajo, sampleduna pequefimolécula,el SCR7Y la
cual se ha descrito quiacrementala eficiencia de la reparacionop recombinacion
homologa Mediante el uso del SCR7 se logra una mayor eficiencia de reparacion
homologa debida a que este farmaco inhibe la actuaciéon de proteinas involucradas en el
NHEJ, tales como el complejo KU70/80, Artemisa, la Ligasa IV/ XRCC4plhP ¢ y | a Po
>, favoreciendo as?2 | a act uac’Redentdneentéses pr ot

ha descritel uso de otros farmacos como el-RSun potenciador de la HDR, que estimula
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la proteina RAD51, ésta esta implicada en la recombinacién homoéloga HKeifiaim
estos trabajos se observa una mayor eficiencia en las condiciones tratadas ctrgaeRS
con el SCR7, con lo quen futuros experimentos probaremos de afiadir este farmaco en el

lugar donde afiadiamos el inhibidor de NHEJ.

En general, el mecanismo de reparacion de dafio ligadstaina CRISPR/Cas9
presenta una mayor eficiencia y un menor nimero deaaféts ercélulas embrionarias
humanagES) y en células iPS que en lineas celulares inmortalizadas, puesto a que a pesar
de tener un menor indices dran$eccién, al presentar una mayor tasa replicativa, poseen
una maquinaria de reparacién de dafios en el DNA mié'acEs por esto que se hace
patente la necesidad de probar el sistema en células madre que permitan aumentar la

eficiencia y reducir el nimero de modificaciones en dianas inespecificas.

CONCLUSIONES

Habiendo revisado todos los puntimsportantesrelacionados cola aplicacion de
CRISPRCas como sistema que permite editar genomas, se llega a una serie de

conclusiones.

1. La importancia de la investigacion basica, gracias a la cual, a lo largo del tiempo, el
descubrimiento de microorganismos portadores de unas secuencias a las que no se
conocia funcion ha permitido, en la actualidad, la creacion y el uso de una de las

herramientas mas prometedoras para la ingenieria bialdgica

2. La gran aplicabilidad del sistema CRISPR/€@asantidad de procesos y areas de la
ciencia como mejora de procesos industriales, medicina y farmacologia, mejora de

cultivos y un largo etcétera

3. El sistema CRISPR/Cas es una herramienta tan nueva que désceeoce en su
totalidad su mecanismo y sus componentes|ggue aun queda un largo recorrido

en cuanto a la optimizacion de sus resultados

4. El sistema CRISPR/Cas es un herramienta prometedora en el campo de la

investigaciéon biomédicaPor ejemplo,se estd intentando implantar el uso del
47



sistema CRISPR/Cas$8 vivocomo modelo de generaciéon de modelos murinos para
diversos genes de interés para el estudio en investigacion basica y la realizacién de

pruebas de nuevos farmacos y terapids

48



6. Agradecimientos
En primer lugarme gustaria agradace los coordinadorege las Préticas Externas

y del Trabajo Final de GraddViercé Balcells,y Joan Fiblapor su interésesfuerzo y

dedicacion.

Agradecer a logloctoes Xavier Dolcet y XavieMatiasGuiu por haberme dado la
oportunidad de realizar |l as pr8cti cyandas en el

especialmente en su grupmr su amabilidad, consejos y su ayuda en todo momento.

A mis comparieroak IsidreFelip, Ntria Eritja, Andree Yeramiary en especial a
Mari Alba Dosil, por su proximidad, comprension, paciencia y ayyda@isicamente por
todo el tiempo que han dedicado en ensefiarme, explicarme los protocolos y la localizacion

de t odo elé énoadeguirépedustand]! :

En definitiva, a todos los grandes profesionales (técnicosjqm® postd o c s é
del departamento de Patologia Oncoldgica, por su acogida, por sus ensefianzas, y por haber

de hecho de mi estancia una estancia provechosa y beneficiosa para mi formacion.

Por ultimo, me gustaria dar las gracias a mi familia que, aunque esté lejos, me ha

dado en todo momento su apoyo.

49



7. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Hers, I, Vincent, E. E. &Tavaré, J. M. Akt
signalling in health and diseas€ell. Signal.23,
15151527 (2011).

Alessi, D. R., Pearce, L. R. & Garelifartinez, J. M.
New insights into mTOR signaling: mTORC2 and
beyond.Sci. Signal2, pe27 (2009).

Sarbassov, D. D., GuertirD. A., Ali, S. M. &
Sabatini, D. M. Phosphorylation and regulation of
Akt/PKB by the rictormTOR complexScience307,
1098 101 (2005).

Pépulo, H., Lopes, J. M. & Soares, P. The mTOR
signalling pathway in human cancéat. J. Mol. Sci.
13,1886918 @012).

Hollander, M. C., Blumenthal, G. M. & Dennis, P.
A. PTEN loss in the continuum of common cancers,
rare syndromes and mouse modhlat. Rev. Cancer
11,289 301 (2011).

Salmena, L., Carracedo, A. & Pandolfi, P. P. Tenets
of PTEN tumor suppressi. Cell 133, 403 14
(2008).

Maehama, T. & Dixon, J. E. The tumor suppressor,
PTEN/MMAC1, dephosphorylates the lipid second
messenger, phosphatidylinositol 345phosphate.

J. Biol. Chem273,13375 8 (1998).

Myers, M. P. & Tonks, N. K. PTEN: sometimes
taking it off can be better than putting it oam. J.
Hum. Genet61,1234 8 (1997).

Sansal, I. & Sellers, W. R. The biology and clinical
relevance of the PTEN tumor suppressor pathday.
Clin. Oncol.22,2954 63 (2004).

Rodon, J., Dienstmann, R., Serra, V. & Tabernero, J.
Development of PI3K inhibitors: lessons learned
from early clinical trialsNat. Rev. Clin. Oncoll0,
143 53 (2013).

Paez, J. & Sellers, W. R. PI3K/PTEN/AKT pathway.
A critical mediator of oncagnic signaling.Cancer
Treat. Res115,145 67 (2003).

Jackson, D. A., Symons, R. H. & Berg, P.
Biochemical method for inserting new genetic
information into DNA of Simian Virus 40: circular

SV40 DNA molecules containing lambda phage
genes and the galmse operon of Escherichia coli.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 89,2904 9 (1972).

Stoddard, B. L. Homing endonucleases: from
microbial genetic invaders to reagents for targeted
DNA modification.Structurel9, 7i 15 (2011).

Urnov, F. D., Rebar, El., Holmes, M. C., Zhang, H.
S. & Gregory, P. D. Genome editing with engineered
zinc finger nucleasesdNat. Rev. Genetll, 636 46
(2010).

Scharenberg, A. M., Duchateau, P. & Smith, J.
Genome engineering with TAkffector nucleases

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

and alternative madar nuclease technologigSurr.
Gene Therl3,291 303 (2013).

Hsu, P. D., Lander, E. S. & Zhang, F. Leading Edge
Review Development and Applications of CRISPR
Cas9 for Genome Engineeringell 157,1262 1278
(2014).

Nishimasu, H.et al. Crystal structure of Cas9 in
complex with guide RNA and target DN&ell 156,
935 49 (2014).

Hsu, P. D., Lander, E. S. & Zhang, F. Development
and applications of CRISPRas9 for genome
engineeringCell 157,1262 78 (2014).

Cong, L. & Zhang, F. Genome engineering using
CRISPRCas9 systemMethods Mol. Biol.1239,
197 217 (2015).

Ran, F. A.et al. Double nicking by RNAguided
CRISPR Cas9 for enhanced genome editing
specificity. Cell 154,1380 9 (2013).

Jinek, M.et al. A programmable duaRNA-guided
DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity.
Science337,8161 21 (2012).

Doudna, J. A. & Charpentier, E. Genome editing.
The new frontier of genome engineering with
CRISPRCas9.Science346,1258096 (2014).

Sternberg, S. H Redding, S., Jinek, M., Greene, E.
C. & Doudna, J. A. DNA interrogation by the
CRISPR RNAguided endonuclease CasNature
507,62 67 (2014).

Ishino, Y., Shinagawa, H., Makino, K., Amemura,
M. & Nakata, A. Nucleotide sequence of the iap
gene, respasible for alkaline phosphatase isozyme
conversion in Escherichia coli, and identification of
the gene produci. Bacteriol.169,5429 33 (1987).

Nakata, A., Amemura, M. & Makino, K. Unusual
nucleotide arrangement with repeated sequences in
the Eschedhia coli K-12 chromosomel. Bacteriol.
171,3553 6 (1989).

Mojica, F. J., Juez, G. & Rodrigu&alera, F.
Transcription at different salinities of Haloferax
mediterranei  sequences adjacent to partially
modified Pstl sites.Mol. Microbiol. 9, 61321
(1993).

Mojica, F. J., Ferrer, C., Juez, G. & Rodriguez
Valera, F. Long stretches of short tandem repeats are
present in the largest replicons of the Archaea
Haloferax mediterranei and Haloferax volcanii and
could be involved in replicon partitioningMol.
Microbiol. 17,85 93 (1995).

Mojica, F. J., DiexVillasefior, C., Soria, E. & Juez,

G. Biological significance of a family of regularly
spaced repeats in the genomes of Archaea, Bacteria
and mitochondriaMol. Microbiol. 36,244 6 (2000).

50



29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Jansen, R., Embden, J. D. A. van, Gaastra, W. &
Schouls, L. M. Identification of genes that are
associated with DNA repeats in prokaryot&tol.
Microbiol. 43,1565 75 (2002).

Tang, T:-H. et al. Identification of 86 candidates for
small nommessenger RAs from the archaeon
Archaeoglobus fulgidu€?roc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 99,7536 41 (2002).

Jansen, R., Embden, J. D. A. van, Gaastra, W. &
Schouls, L. M. lIdentification of genes that are
associated with DNA repeats in prokaryot&tol.
Microbiol. 43,1565 75 (2002).

Mojica, F. J. M., Diewillasefior, C., Garcta
Martinez, J. & Soria, E. Intervening sequences of
regularly spaced prokaryotic repeats derive from
foreign genetic elements. Mol. Evol.60, 174/ 82
(2005).

Pourcel, C., SalvignolG. & Vergnaud, G. CRISPR
elements in Yersinia pestis acquire new repeats by
preferential uptake of bacteriophage DNA, and
provide additional tools for evolutionary studies.
Microbiology 151,653 63 (2005).

Mojica, F. J. M., Dieillasefior, C., Garek
Martinez, J. & Soria, E. Intervening sequences of
regularly spaced prokaryotic repeats derive from
foreign genetic elements. Mol. Evol.60, 174/ 82
(2005).

Pourcel, C., Salvignol, G. & Vergnaud, G. CRISPR
elements in Yersinia pestis acquire neweap by
preferential uptake of bacteriophage DNA, and
provide additional tools for evolutionary studies.
Microbiology 151,653 63 (2005).

Brouns, S. J. Jet al. Small CRISPR RNAs guide
antiviral defense in prokaryoteScience321,960 4
(2008).

Marraffini, L. A. & Sontheimer, E. J. CRISPR
interference limits horizontal gene transfer in
staphylococci by targeting DN/AScience322,1843

5 (2008).

Hale, C. R.et al. RNA-guided RNA cleavage by a
CRISPR RNACas protein complexCell 139, 945
56 (2009).

Deltcheva, E.et al. CRISPR RNA maturation by
transencoded small RNA and host factor RNase Il.
Nature471,602 607 (2011).

Garneau, J. Eet al. The CRISPR/Cas bacterial
immune system cleaves bacteriophage and plasmid
DNA. Nature468,67 71 (2010).

Deltcheva, E.et al. CRISPR RNA maturation by
transencoded small RNA and host factor RNase ll.
Nature471,602 607 (2011).

Bhaya, D., Davison, M. & Barrangou, R. CRISPR
Cas systems in bacteria and archaea: versatile small
RNAs for adaptive defense and regulatiolnnu.
Rev. Gene#5,273 97 (2011).

Gasiunas, G., Barrangou, R., Horvath, P. & Siksnys,
V. Cas9crRNA ribonucleoprotein complex mediates

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

60.

specific DNA cleavage for adaptive immunity in
bacteriaProc. Natl. Acad. Sci. US. A.109,E2579
86 (2012).

Jinek, M.et al. A programmable dugRNA-guided
DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity.
Science337,8161 21 (2012).

Cong, L.et al. Multiplex genome engineering using
CRISPR/Cas systemScience339,819 23 (2013).

Mali, P. et al. RNA-guided human genome
engineering via Cas®cience339,823 6 (2013).

Jinek, M. et al. Structures of Cas9 endonucleases
reveal RNAmediated conformational activation.
Scienced43,1247997 (2014).

Nishimasu, H.et al. Crystal structure of Cas9 in
complex with guide RNA and target DN&ell 156,
93549 (2014).

Cho, S. W,, Kim, S., Kim, J. M. & Kim, 5.
Targeted genome engineering in human cells with
the Cas9 RNAguided endonuclease. Nat.
Biotechnol.31,2301 232 (2013).

Jinek, M.et al. RNA-programmed genome editing in
human cellsElife 2,e00471 (2013).

Cong, L.et al. Multiplex genome engineering using
CRISPR/Cas systemScience339,819 23 (2013).

Mali, P. et al. RNA-guided human genome
engireering via Cas%cience339,823 6 (2013).

Jiang, W., Bikard, D., Cox, D., Zhang, F. &
Marraffini, L. A. RNA-guided editing of bacterial
genomes using CRISPBas systems. Nat.
Biotechnol.31,233 239 (2013).

Friedland, A. Eet al.Heritable genome editing in C.
elegans via a CRISRRas9 systemNat. Methods
10,741 3 (2013).

Ma, S. et al. CRISPR/Cas9 mediated multiplex
genome editing and heritable mutagenesis of
BmKu70 in Bombyx moriSci. Rep4, 4489 (2014).

Sasaki, H., ¥shida, K., Hozumi, A. & Sasakura, Y.
CRISPR/Cas9nediated gene knockout in the
ascidian Ciona intestinalifev. Growth Differ.56,
499510 (2014).

Hwang, W. Y.et al. Heritable and precise zebrafish
genome editing using a CRISREas systemPL0S
One8, e68708 (2013).

Nakayama, T. et al. Simple and efficient
CRISPR/Cas9nediated targeted mutagenesis in
Xenopus tropicalisGenesi$1, 835 43 (2013).

Wang, H.et al.Onestep generation of mice carrying
mutations in multiple genes by CRISPR/Cas
mediated genome engineeringCell 153, 9108
(2013).

Xie, K. & Yang, Y. RNAguided genome editing in

plants using a CRISRRas systemMol. Plant 6,
1975 83 (2013).

51



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Sander, J. D. & Joung, J. K. CRISFRs systems
for editing, regulating and targetimgenomesNat.
Biotechnol.32,347i 55 (2014).

Ran, F. A.et al. Genome engineering using the
CRISPRCas9 systemNat. Protoc. 8, 2281 2308
(2013).

Ran, F. A.et al. Genome engineering using the
CRISPRCas9 systemNat. Protoc. 8, 2281 2308
(2013).

Cong, L. & Zhang, F. Genome engineering using
CRISPRCas9 systemMethods Mol. Biol.1239,
197 217 (2015).

Srivastava, Met al. An Inhibitor of Nonhomologous
End-Joining Abrogates DoubiStrand Break Repair
and Impedes Cancer Progressi@ell 151, 1474
1487 (2012).

Maruyama, T.et al. Increasing the efficiency of
precise genome editing with CRISRFas9 by
inhibition of nonhomologous end joiningNat.

Biotechnol.33,538 542 (2015).

Jasin, M. & Rothstein, R. Repair of strand breaks by
homobgous recombination.Cold Spring Harb.
Perspect. Biol5,a012740 (2013).

Chu, V. T. et al. Increasing the efficiency of
homologydirected repair for CRISPRas9induced
precise gene editing in mammalian cells.
doi:10.1038/nbt.3198

Ma, Y. Zhang, L & Huang, X. Genome
modification by CRISPR/Cas%EBS J.281,5186

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

5193 (2014).

Lin, Y. et al. CRISPR/Cas9 systems have-t#fget
activity with insertions or deletions between target
DNA and guide RNA sequencdsucleic Acids Res.
42,7473 85 (2014).

Liang, X. et al. Rapid and highly efficient
mammalian cell engineering via Cas9 protein
transfectionJ. Biotechnol208,44i 53 (2015).

Song, J.et al. RS1 enhances CRISPR/Casand
TALEN-mediated knockn  efficiency. Nat.
CommunZ, 10548 (2016).

Pinder, J., Salsman, J. & Dellaire, G. Nuclear

domai n -i mkdn o kr een for t he

identification of small molecule enhancers of
CRISPRbased genome editindlucleic Acids Res.
43,9379 92 (2015).

Jayathilaka, K.et al. A chemical compound that
stimulates the human homologous recombination
protein RAD51.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A05,
15848 53 (2008).

Byrne, S. M., Mali, P. & Church, G. M. Genome
editing in human stem cellMethods Enzymob46,
119 38 (2014).

Takahashi, Get al. GONAD: Genomeediting via
Oviductal Nucleic Acids Delivery system: a novel
microinjection independent genome engineering
method in miceSci. Rep5, 11406 (2015).

52

evalu



Figuras suplementarias:

Figura SuplProcesamiento del prerRNA para generar los diferentes crRNAs

CA3IdzNF {dzLldh® Y Cl asSa RSt YSOlIyAiaayYz2 RS
mediante el sistema CRISPR/Cas.
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