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ABREVIATURAS.

“La ciencia es como la tierra, solo se puede poseer un poco de ella”
Voltaire (1694 — 1778)






ABREVIATURAS.

o: anti.
YRVs: Vectores y-retrovirales (y-retroviral vectors).
AR: Region acida (acidic region).

ATCC: La ATCC es una organizacién privada sin animo de lucro en el campo de la
biotecnologia cuya misién consiste en la adquisicién, autentificacion, produccion,
preservacion desarrollo y distribucion de microrganismos de referencia, lineas
celulares y otros materiales para investigacion en ciencias de la salud (American type

culture collection).

AAV: Virus adenoasociados (adeno-associated virus).

AAV2: Virus adenoasociados serotipo 2 (adeno-associated virus serotype 2).
AAVS1: Sitio de insercion de virus adenoasociados en el cromosoma 19.

Arm: Brazo de homologia.

ATG: Codon de inicio de la traduccion que codifica para el aminoacido metionina.
BBL1: Plasmido de nivel 1 para la construcciéon de TALENSs (backbone level 1).
BBL2: Plasmido de nivel 2 para la construccién de TALENs (backbone level 2).
bFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (basic fibroblast growth factor).
bp: Par de bases (base pair).

BR: Region basica (basic region).

Cas9: Proteina asociada a CRISPR con funciéon nucleasa (CRISPR associated

protein).

CD45: Proteina tirosina fosfatasa que en encuentra en las células hematopoyéticas,

principalmente en linfocitos (cluster of differentiation 45).

cDNA: DNA copia obtenido a partir de mMRNA (complementary DNA).
CME: Célula madre embrionaria.

CMH: Célula madre hematopoyética.

CMV: Promotor del citomegalovirus.

CRE: Proteina con funcién recombinasa, proveniente del bacteriéfago P1.
crRNA: CRISPR RNA.

CRISPR: Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats).
9



ABREVIATURAS.

DAPI: 4 '6-diamino-2-fenilindol, colorante nuclear fosforescente (emite fluorescencia

azul).

D.O.: Densidad optica.

DNA: Acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid).

DSB: Roturas de doble cadena en el DNA (double strand break).
dsDNA: DNA de doble cadena (double strand DNA).

dsRNA: RNA de doble cadena (double strand RNA).

EF1a: Promotor para el factor de elongacién 1a (elongation factor 1 a).
EGFP: Proteina fluorescente verde aumentada (enhanced green fluorescent protein).
GFP: Proteina fluorescente verde (green fluorescent protein).

GT: Manipulacién génica dirigida (gene targeting).

HBS: Tampdén HEPES salino (HEPES buffer saline).

HEPES: acido N-[2-hidroxietil]piperazin-N"-[2-etanolsulfénico].

His: Histidina.

HSA: Albumina humana (human serum albumin).

hRad52: Proteina humana Rad52.

IGFII: Factor de crecimiento insulinico tipo 2 (insulin-like growth factor 2).
IgG: Inmunoglobulina G.

lIt3L: Ligando del factor de transcripcion similar a inmunoglobulina tipo 3

(immunoglobulin-like transcript 3 ligand).

iPSC: Célula madre pluripotente inducida (induced pluripotent stem cell).
IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

IRES: Sitio de entrada al ribosoma (internal ribosome entry site).

ITR: Repeticiones terminales invertidas (inverted terminal repeats).

Kb: kilobases.

KO: knockout.

LB: Medio liquido de cultivo bacteriano Luria-Bertani.

LoxP: Sitio que recombina mediante la accion de la proteina Cre recombinasa, en
orden de eliminar el segmento génico situado entre dos de estos sitios.
10



ABREVIATURAS.

LTRs: Repeticiones terminales largas (long terminal repeats).
LVs: Lentivirus.
MCS: Sitio de clonacion multiple (multiple cloning site).

MOI: Multiplicidad de infeccion, numero de genomas virales que infecta una célula

(multiplicity of infection).

mRNA: RNA mensajero (messenger RNA).

NEAA: Aminoéacidos no esenciales (non essential aminoacids).

NHEJ: Recombinacién no-homdloga (non homologous end joining).
NLS: Sefal de localizacién nuclear (nuclear localization signal).

ORF: Marco de lectura abierta (open reading frames).

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction).
PH: Dominio de homologia a pleckstrina (pleckstrin homology).

PICs: Complejos de pre-integracioén (pre-integration complexes).

PolyA: Senal de poliadenilacion, mediante la cual se afade una cola de polyA al

mMRNA naciente.

PTD: Dominio de transduccion de proteina (protein transduction domain).

PVDF: Fluoruro de polivinilideno (polyvinylidene fluoride).

rAAV: Virus adenoasociado recombinante (recombinant adeno-associated virus).
RCL: Linea celular reportera (reporter cell line).

Rev: Proteina del virus de la inmunodeficiencia humana que se une al elemento de

respuesta (RRE), para facilitar su transporte al nucleo.
RH: Recombinacién homéloga (homologous recombination).

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing

complex).

RNA: Acido Ribonucleico (ribonucleic acid).

RNAi: RNA de interferencia (RNA interference).

RPA: Proteina de replicacién A (replication protein A).

RRE: Elemento de respuesta a Rev, secuencia a la cual se une la proteina Rev (rev

responsive element).

11



ABREVIATURAS.

RT-pPCR: PCR cuantitativa en tiempo real (quantitative real time PCR).
SAP: fosfatasa alcalina de camarones (shrimp alkaline phosphatase).
SBF: Suero bovino fetal.

SCF: Factor de células madres (stem cell factor).

ScRad52: Proteina Rad52 de S. cerevisiae.

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.
shRNA: Pequefia horquilla de RNA (small hairpin RNA).

SIN: Vectores auto-inactivables para la transcripcion (self-inactivating).
siRNA: RNA pequefio de interferencia (small interfering RNA).

ssDNA: DNA de simple cadena (single strand DNA).

SNC: Sistema nervioso central.

TALENSs o nucleasas TALEs: activador de la transcripcion similar a nucleasa efectora

(transcription activator-like effector nuclease).

TAR: Secuencia diana para la transactivacion lentiviral, a la cual se une TAT.
TAT: Transactivador de la transcripcidn genética (frans-activator of transcription).
tracrRNA: crRNA trans-activador.

U3: Regién en el extremo 3" del genoma viral (RNA) que contiene las secuencias

necesarias para la activaciéon de la transcripcion.
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana (Human immunodeficiency virus).

VSV-G: glicoproteina del virus de estomatitis vesicular, que confiere de amplio

tropismo a la capside lentiviral (glycoprotein of the vesicular stomatitis virus).

WAS: Gen del sindrome de Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome gene).

WAS: Sindrome de Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome).

WASp: Proteina del Sindrome de Wiskott-Aldrich (Wiskott-Aldrich syndrome protein).
WIP: Proteina de interaccién con WASp (WASp interacting protein).

WPRE: elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota

(Woodchuck hepatitis virus postranscriptional reqgulatory element).
XLT: trombocitopenia ligada al cromosoma X (X-linked thrombocytopenia).
ZFNs: Nucleasas con dedos de zinc (zinc finger nucleases).
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“Intenta no volverte un hombre de éxito, sino volverte un hombre de valor”
Albert Einstein (1879 — 1955)
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La modificacion génica dirigida es un proceso mediante el cual, un gen defectuoso es
sustituido por uno normal, lo que requiere la participacién de la maquinaria celular de
reparacion mediante recombinacion homoéloga (RH). La RH es un mecanismo que en
células de mamiferos ocurre a muy baja frecuencia, motivo por el cual nos hemos
planteado estudiar diferentes condiciones experimentales que mejoren dicha

frecuencia.

Como método de estudio de frecuencia de RH, se generd una linea celular reportera
HCT116-RCL, en la que se introdujo una copia del gen EGFP truncado en el extremo
3" (no funcional). En paralelo, se generd un virus adenoasociado recombinante (rAAV),
AAV-A5-EGFP-donor, que contenia el gen EGFP truncado en el extremo 5°. Mediante
la utilizacion de esta linea celular y del rAAV y de una pareja de nucleasas TALEs, se
estudié una proteina de fusion ScRad52 y una libreria de 84 siRNAs dirigidos frente a
genes implicados en la via de recombinacién no homéloga (NHEJ), asi como frente a
otros de funciones diferentes. También se llevaron a cabo tratamientos combinados de
algunos siRNAs, para estudiar un posible efecto sinérgico en las mezclas. Se observé
que, tanto ScRad52, como 12 de estos siRNAs, y algunas de las combinaciones
fueron capaces de incrementar significativamente la frecuencia de RH en la célula

reportera, sin alterar la viabilidad de manera significativa.

Una vez determinadas las mejores condiciones para poder aumentar la frecuencia de
RH, estas condiciones se aplicaron para la generacion de una linea celular knock out
para el gen WAS (Wiskott-Aldrich Syndrome) en fibroblastos primarios. Para ello se
generd un rAAV que contenia la mutacion en WAS que se queria introducir en el
genoma celular. Estos fibroblastos KO, se asemejan a los fibroblastos de pacientes
enfermos de Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS). WAS es una inmunodeficiencia
primaria severa de herencia recesiva, ligada al cromosoma X, caracterizada por la
presencia de infecciones recurrentes, eczema y trombocitopenia. Es asi que, una vez
obtenida la célula KO, se procedidé a la correccién de la mutacion en dichas células,
esta vez, utilizando un rAAV que contenia una copia wild type del gen. En paralelo, se
construyd una linea KO en la linea celular T Jurkat utilizando el sistema de nickasas
CRISPR/Cas9.

Finalmente, los fibroblastos primarios cuya mutacién fue corregida, y que por lo tanto,
contienen una copia normal del gen WAS se transdiferenciaron eficientemente a
células progenitoras hematopoyéticas (CD45+), comprobandose la expresion normal

de la proteina WASp.
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Hoy en dia estan llevandose a cabo diferentes protocolos de terapia génica en
pacientes con diversas patologias. Dichos protocolos estan basados en la adicion del

gen normal, que es deficiente en el paciente.

Somos conscientes que, aunque la correccidon génica dirigida sobre la que trata el
presente trabajo de tesis doctoral, seria un método mas seguro, quedan todavia
muchos problemas que resolver para que esta nueva tecnologia pueda ser aplicada
en la practica clinica. Es por ello, de mucho interés, seguir investigando nuevos
meétodos de induccién de RH y nuevos reactivos que puedan potenciar la modificacion
génica. Con la irrupcion de sistemas sencillos y versatiles, como es el caso de las
CRISPR/Cas9, y los continuos avances en la mejora de las frecuencias de RH
conseguidas, se esta avanzando a gran velocidad. Sin embargo, es importante
generar aln mas conocimiento sobre los mecanismos y sistemas de transferencia de
los diversos reactivos a células o tejidos especificos que hagan suficientemente eficaz

la expresion de los genes deseados en las células a tratar.
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“La ciencia es, respecto del alma, lo que es la luz respecto de los ojos, y si las
raices son amargas, los frutos son muy dulces”
Aristoteles (384 AC — 322 AC)
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1. TERAPIA GENICA
1.1 Definicién y clasificacion.

La terapia génica puede definirse como el conjunto de técnicas que permiten
vehiculizar secuencias de DNA o RNA hacia el interior de células diana, con el objeto
de regular la expresion de una proteina en concreto, la cual interviene en una
determinada enfermedad.

En funcién del tipo de células que se utilicen como diana, la terapia génica puede
llevarse a cabo en células germinales o en células somaticas. En las primeras, las
modificaciones génicas realizadas seran transmitidas a la descendencia. Si bien esta
seria la forma mas eficaz de corregir enfermedades de tipo congénito, de manera
definitiva, aun no se ha encontrado una forma segura y eficaz de desarrollarla. En
cuanto a las modificaciones realizadas en las células somaticas, éstas podran ser
beneficiosas para el paciente, pero no seran transmitidas a la descendencia; y es la
terapia que actualmente esta desarrollandose para ciertas enfermedades. Sin
embargo, en ambos casos, es de vital importancia considerar los aspectos éticos que
involucran a la terapia génica.

Otra manera de clasificar a los métodos de terapia génica, es segun la estrategia que
se aplique para llevarla a cabo. Dentro de esta clasificacién tenemos, la terapia génica
in vivo, donde se introduce el material genético de manera directa en el organismo, sin
recibir ninguna manipulacién in vitro; y la terapia génica ex vivo, donde se extraen
células del paciente, a las cuales se les realiza una transferencia de material genético
in vitro, y luego se vuelven a introducir al paciente. Este ultimo caso, tiene la ventaja
de que las células que se introducen al paciente son previamente seleccionadas y, por
tanto, son aquellas en las que se ha realizado una transferencia génica exitosa y de
bajo riesgo para el paciente (Lazo, 1996).

Una tercera clasificacion se da segun la manera en que actla el material genético

exdgeno al ingresar en la célula diana. En este caso podemos tener:

. Terapia génica aditiva, donde se introduce una version normal del gen
defectuoso, sin modificar el gen enddgeno. Este procedimiento se realiza con el fin de
expresar la proteina deficiente en el paciente, la cual debe alcanzar los niveles
necesarios en el tejido especifico, para alcanzar a revertir el fenotipo en la enfermedad
presentada por dicho paciente. La terapia suele realizarse utilizando un vector viral
que se integre en el genoma y, de este modo, pueda expresarse la proteina a largo
plazo. Este procedimiento, suele introducir una copia del gen de manera aleatoria en
el genoma, aunque también puede dirigirse la inserciéon del mismo a una localizacion

preseleccionada dentro del genoma.
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. Modificacion génica dirigida, donde el gen defectuoso es sustituido por uno
normal, lo que requiere la participacion de la maquinaria de la reparacién mediante

recombinacion homologa (RH).
Supresion génica, donde el gen defectuoso es eliminado totalmente (modelo

knockout), o bien, su expresion es reducida (modelo knockdown). La supresién génica

puede ser utilizada en enfermedades donde existe sobreexpresiéon de cierta proteina,

como ocurre en algunos tipos de cancer.
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Figura 1. Terapia génica. Esta puede ser llevada a cabo in vivo, dédnde se afiade un vector que contiene el transgén
directamente en el paciente. O puede realizarse ex vivo, donde se extraen células madre autélogas, que son
modificadas genéticamente y se vuelven a introducir al paciente. Imagen tomada y modificada de Wislow T, 2006.

1.2 Terapia génica en enfermedades monogénicas.

Las enfermedades hereditarias monogénicas son aquellas producidas por alteraciones
en la secuencia del DNA de un solo gen; comprenden numerosas enfermedades, muy
diferentes unas de otras. En ellas, la falta de una proteina funcional o su expresion
alterada o la apariciéon de un producto aberrante, conducen al paciente a manifestar
los signos y/o sintomas correspondientes a la enfermedad que causa dicho gen
defectuoso. La posibilidad de administrar al paciente |la proteina deficiente, de manera
efectiva, se ve condicionada por diversos factores como la naturaleza de la proteina,
en primer lugar, y luego la necesidad de que ésta llegue al sitio diana para realizar su
accion. Es asi, que son pocas las enfermedades genéticas en las cuales es factible

administrar la proteina, y muchas las enfermedades en las que las terapias
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convencionales no funcionan, y es por esto que se debe recurrir a terapias
alternativas, como es el caso de la terapia génica (Noell et al., 1998).

Estos inconvenientes podrian resolverse de forma mas simple si, en lugar de
suministrar la proteina, se insertara una copia normal del gen causante de la
enfermedad, con lo cual se produciria la proteina de manera normal. Esto se ve
simplificado ya que, en muchos casos, existe un niumero limitado de tejidos en los que
se expresa el gen en cuestidon y, por tanto, sélo se necesitaria introducir la copia
normal del gen en dichos tejidos y no en todas las células del organismo. En cualquier
caso, si ademas, se pudiera mantener la expresion de dicho gen de manera constante,

la enfermedad podria ser curada o, al menos, paliada.

1.3 Criterios para seleccionar una enfermedad monogénica como

candidata para recibir terapia génica.

Los criterios para seleccionar una enfermedad monogénica como candidata para
recibir terapia génica fueron definidos por Gamundi en 2002 y constan de los

siguientes items:

* Laenfermedad ha de amenazar gravemente la vida del paciente;

» Debe conocerse con precision que o6rganos, tejidos y tipos celulares estan
afectados por la enfermedad;

* La version normal del gen defectuoso debe haber sido aislada y clonada;

* El gen normal ha de poder ser introducido en una fraccién significativa de células
del tejido afectado, o bien la introduccion del gen en un tejido accesible, puede
beneficiar directamente el curso de la enfermedad en el tejido afectado;

* El gen debe poderse expresar adecuadamente, generando una cantidad suficiente

de proteina normal

1.4 Mecanismos de reparacion del DNA y su intervencién en los

procedimientos de manipulacién génica dirigida.

Las rupturas de la doble cadena de DNA (DSB, double-strand break) pueden ser
causadas por factores enddégenos o exégenos. Naturalmente, las DSBs pueden ser
generadas de manera espontanea durante la sintesis del DNA cuando la horquilla de
replicacion se encuentra con un DNA molde dafiado y, también, durante procesos
celulares especificos, como la recombinaciéon V(D)J que ocurre en las cadenas

pesadas de las inmunoglobulinas, o como en la meiosis. Factores externos como la
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exposicion a radiaciones ionizantes (rayos X y rayos v), luz UV, inhibidores de la
topoisomerasa, drogas radiomiméticas o bien nucleasas disefiadas especificamente
para este fin también pueden producir DSBs y otros tipos de dafios en el DNA.
Cuando las reparaciones de las DSBs no se llevan a cabo, ocurren problemas graves
entre los que se encuentran translocaciones y deleciones, la muerte celular o
mutaciones que llevan al desarrollo de cancer (Hartlerode et al., 2009). Los procesos
de reparacion de las DSBs pueden llevarse a cabo por dos vias principales (figura 2):

la via de la recombinacion no homéloga (NHEJ, non-homologous end-joining) y la via
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Figura 2. Vias de reparacién de DSBs, y proteinas que intervienen en dichas vias. En la figura se observan las dos
vias principales: la via no homodloga (NHEJ) y la via homodloga (RH), junto con un tercer mecanismo, la via de
apareamiento de cadenas sencillas. Imagen tomada y modificada de Vasileva et al., 2005.

La NHEJ es un mecanismo fisiolégico eficiente de reparacién, y representa la via de
reparacion predominante en mamiferos, ocurriendo en una relacion de 1000:1 con

respecto a la RH (Fattah et al., 2008). Las proteinas principales que intervienen en la
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NHEJ se encuentran altamente conservadas. Durante la NHEJ, los extremos del DNA
que ha sufrido una DSB son reconocidos, capturados y atraidos por el complejo Ku70-
Ku80 (también llamado complejo Ku), al cual se une con alta afinidad. EI complejo Ku
es capaz de reclutar otras proteinas como: a) DNA-PKcs (subunidad catalitica de la
proteina quinasa dependiente de DNA, del inglés, DNA-dependent protein kinase
catalytic subunit) codificada en humanos por el gen PRKDC. Esta tiene actividad
serina/treonina quinasa soélo cuando forma complejo con Ku; b) Artemis, proteina
codificada en humanos por el gen DCLRE1C (DNA cross-link repair), es una proteina
con actividad exonucleasa 5" = 3’, s6lo cuando forma un complejo con la DNA-PKcs;
c) otras proteinas asociadas entre las que destaca el complejo XRCC4-DNA ligasa IV,
que interactua de manera estable con el complejo DNA-Ku y permite, de esta manera,
la ligacion entre los extremos. En resumen, después de la formacién sucesiva de los
anteriores complejos proteicos, los extremos del DNA son procesados y finalmente
ligados, completandose asi la reparacion mediante NHEJ. La NHEJ es un sistema
muy eficiente de reparacion de DNA pero su naturaleza imprecisa puede causar
pequefias inserciones y deleciones. Esta via es activa durante todo el ciclo celular,

pero lo es mas aun durante las fases del ciclo celular GO, G1 y S temprana (figura 3).
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Figura 3. Ciclo celular. A. Representacion esquematica de las fases del ciclo celular. B. Andlisis del contenido de DNA
en las diferentes fases del ciclo mediante tinciéon con yoduro de propidio y citometria de flujo. En azul se observa el pico
correspondiente a las células en fase G1, en morado las células en S y en verde las que se encuentran en G2/M. Esta
ultima imagen fue tomada y modificada a partir de denovosoftware.com.

La RH se encuentra, generalmente, restringida a la fase S tardia y a G2 (figura 3), ya
que normalmente utiliza la cromatida hermana intacta como DNA molde para la
reparacion. La RH se inicia cuando el complejo Mre11-Rad50-Nbs1/Xrs2 (también
llamado complejo MRN) reconoce los extremos generados durante la DSB y se une a
ellos, seguido por la union del cofactor CtPI, lo cual termina por producir la reseccion
de los extremos en sentido 5'—3", por parte de la exonucleasa humana | (hExol), para

producir los extremos 3’ libres de cadena sencilla (ssDNA, single strand DNA). La
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proteina de replicacion A (RPA, replication protein A) se une al extremo 3" ssDNA
generado durante la reseccion, antes de que Rad51 comience la busqueda de
homologia. En levaduras, Rad52 cataliza la union de Rad51 con el ssDNA, sin la
intervencion de RPA (Symington, 2002). El filamento asi formado, y recubierto por
Rad51 comienza la busqueda de homologia y cataliza el intercambio de cadenas para
permitir, asi, la reparacion de la DSB. La RH esta considerada como un mecanismo
libre de errores, ya que utiliza principalmente la presencia de una secuencia homologa
para producir reparacion. A pesar de todo ello, en células de mamiferos las
reparaciones se realizan mayoritariamente por NHEJ (Langerak et al., 2011.
Shrivastav et al., 2008.).

Actualmente existen evidencias de que la manipulacion del equilibrio entre NHEJ y RH
(con inhibicion de la primera y potenciacién de la segunda) mediante diferentes
sistemas puede incrementar la frecuencia de RH. Esta muy bien demostrado que los
cambios de expresion de las proteinas Ku pueden modificar la frecuencia de RH en
diferentes hongos: por ejemplo, la delecion de Ku70 y Ku86 en Neurospora crassa
resulta en un aumento de 5 veces en la frecuencia de RH (Ninomiya et al., 2004). En
humanos, la disminucion de los niveles de Ku70 en lineas HCT116 hemicigotas para
Ku70 (Ku70 +/-) resultdé en una frecuencia de RH 5 a 10 veces mas alta que en células
normales. El mismo efecto se confirmé mediante inhibicion transitoria por RNAs
pequenos de interferencia (siRNAs, small intereference RNAs), y de forma estable,
mediante la expresién de RNAs horquillados cortos (shRNAs, short hairpin RNAS)
(Fattah et al., 2008). Otro grupo ha corroborado estos hallazgos demostrando que el
knockdown de Ku70 vy Xrccd por siRNA en células humanas HCT116 produce un
aumento de 30 veces en la frecuencia de RH del locus HPRT (Bertolini et al., 2009).
Por otro lado, también se ha intentado promover el aumento en la frecuencia de RH
mediante la sobreexpresidén de proteinas clave en dicha via. Asi se ha comprobado
que la expresion forzada de RAD51 aumenta a mas del doble la frecuencia de RH en
células HT1080 en dos loci diferentes, HRPT y 6-16 (Yafez et al., 1999). También se
observo un aumento de RH de mas de 30 veces en células HelLa que sobreexpresan
Rad52 de Saccharomyces cerevisiae, en relacion a células control (Di Primio et al.,
2005). Ademas, ciertos compuestos quimicos han demostrado producir cambios en la
frecuencia de RH; mediante el rastreo de una libreria de 10.000 compuestos se
encontr6 uno conocido como RS-1  ((3-[(benzylamino)sulfonyl]-4-bromo-N-(4
bromophenyl)benzamide) que induce un cambio alostérico en el filamento de RAD51 y
aumenta la recombinacién homologa en fibroblastos humanos sin efectos nocivos para

la viabilidad celular (Jayathilaka et al., 2008). En conclusién, hay amplia
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documentacion en la literatura demostrando potenciacion de RH en células humanas

mediante el uso de diferentes métodos.

2. Mecanismos de transferencia génica.

2.1 Una visidon general.

Para realizar una transferencia génica con elevada eficiencia, es importante contar con
un sistema de vehiculizacién o transferencia adecuado. Para ello, son utilizados
vectores que introducen el material genético exdégeno en las células diana. Estos
vectores pueden ser virus modificados (vectores virales) o pueden ser formulaciones
fisicoquimicas (vectores no virales). Las propiedades de un vector ideal pueden variar
en funcion de las necesidades concretas pero, en cualquier caso, condicionaran
enormemente el éxito del proceso. Actualmente no se dispone del vector ideal que
pueda ser tan versatil como para adaptarse a las numerosas situaciones tanto clinicas
como experimentales, sin embargo, existe un amplio abanico de vectores que pueden
ser utilizados en transferencia génica.

Existen numerosos métodos de transferencia génica no virales, basados en métodos
quimicos y métodos fisicos, que permiten transferir moléculas de gran tamafo, ya que
en estos casos el DNA exdgeno esta integrado en un plasmido, que es el que se
transfiere dentro de la célula diana. El problema que se presenta aqui, es la baja
frecuencia de transferencia y la baja especificidad que tienen, como también que, con
muchos de ellos, s6lo pueden hacerse transferencias in vitro.

Por otro lado se encuentran los vectores virales, en los cuales se sustituyen los genes
virales prescindibles por aquellos que se quieren introducir en las células dianas. Con
excepcion de los virus adenoasociados (AAV), que se integran especificamente en el
cromosoma 19, y del Herpes Simplex Virus, que no se inserta en el genoma, los
demas tienen la desventaja tanto de insertarse al azar en el genoma del huésped,
como también la capacidad de insertar varias copias del mismo. A consecuencia de
esto pueden aparecer mutaciones en el genoma que lleven a la transformacion
maligna de ciertas células o a la muerte celular. Otra de las desventajas que presentan
estos vectores es la posibilidad de una respuesta inmune por parte del huésped, una
vez realizada la terapia génica. Actualmente y a pesar de sus desventajas, los
vectores virales constituyen la manera mas eficaz de transferir genes terapéuticos en

células dianas, y son los mas utilizados en terapia génica.
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Una vez llevada a cabo la transferencia, el material genético puede integrarse en el
genoma huésped o puede permanecer como material extracromosémico, formando los
llamados episomas.

Los genes que se integran en el genoma, tienen la ventaja de transmitirse a la
siguiente generacién en cada division celular, por lo que se obtiene una expresion
estable a largo plazo. Aun asi, la insercién dentro del genoma no garantiza el éxito de
la terapia génica, ya que el material genético puede insertarse dentro de regiones muy
condensadas, y terminar asi por no expresarse; en otros casos, la integracion puede
ocurrir dentro de zonas que codifican para oncogenes o0 genes supresores de tumor, o
incluso, en genes implicados en la apoptosis celular, lo que conlleva un riesgo
genotoxico, que acabaria en un crecimiento anormal e incontrolado de células.

En el caso de los episomas, estos suelen tener la desventaja de no mantenerse a
largo plazo, sobre todo en células con alta tasa divisiébn, aunque una expresién a largo
plazo no es imprescindible en todos los casos, y entonces si que tendrian utilidad
(Novelli et al., 2002).

2.2 Métodos virales de transferencia génica.

2.2.1 Los virus adenoasociados (AAV).

Los virus adenoasociados (AAV) se encuentran actualmente entre los vectores virales
mas utilizados en terapia génica. Histéricamente, los AAV no han sido de gran interés
meédico debido a que no se asocian con ninguna patologia en humanos. De hecho,
cerca del 80% de la poblacion humana es seropositiva para el subtipo mas comun, el
AAV2 (AAV serotipo 2). Pero debido a su persistencia en el genoma que infectan y a
la gran cantidad de serotipos diferentes que se han descrito, es que el interés por su
potencial en terapia génica ha ido en aumento (Daya et al., 2008).

Los virus adenoasociados son virus pequefios sin envoltura y contienen un genoma,
de cadena de DNA sencilla y lineal. Pertenecen a la familia Parvoviridae y al género
Dependovirus, debido a que la infeccién por AAV ocurre soélo en presencia de un virus
helper, ya sea un adenovirus o un virus herpes. En ausencia de este virus helper, el
AAV puede permanecer latente integrandose en el cromosoma 19 (Weitzman et al.,
1994).

El AAV2, virus que utilizaremos en los experimentos desarrollados en este trabajo,
posee un genoma compuesto por una cadena sencilla de DNA de 4.7 kb y se
caracteriza por poseer secuencias invertidas de 145 bp, denominadas repeticiones

terminales invertidas o ITRs (figura 4). Los primeros 125 nucleétidos de cada una de
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las ITRs son palindromos que se pliegan sobre si mismos para maximizar el
apareamiento de bases, y formar asi, una estructura de horquilla en forma de T. Las
restantes 20 bases, conocidas como la secuencia D, se mantienen sin aparearse. Las
ITRs son importantes secuencias en cis para la biologia del virus, ya que actuan como
cebador para la sintesis de una segunda cadena de DNA durante el proceso de
replicacion, mediante la intervencion de una DNA-polimerasa. Durante la sintesis del
genoma viral, se forman dsDNA como intermediarios, los cuales son luego procesados
resultando finalmente, un ssDNA que se utiliza para empaquetarse y otro dsDNA
utilizada para la transcripcidon. Las ITRs son también esenciales para el
empaquetamiento del genoma viral, su transcripcion, su regulacién negativa en
condiciones adversas y su integracion sitio-especifica. Entre ambas ITRs se encuentra
una secuencia que contiene dos secuencias codificantes (ORF, marco abierto de

lectura, open reading frame): cap y rep.

REP — CAP

ITR ITR

4,7 KB

(10

|t

PROMOTOR — GEN
ITR ITR

Figura 4: Esquema de un vector AAV. Arriba: Esquema del virus wt, con los genes REP y CAP. Abajo: Esquema del
vector recombinante donde se han sustituido los genes originales por el transgén de interés.

El primer ORF contiene el gen Rep, el cual codifica cuatro proteinas: Rep78, Rep68,
Rep52 y Rep40, que intervienen en la replicacion del DNA. Rep78 y Rep68 son
producidas a partir del mismo transcrito mediante la accion del promotor P35, siendo la
primera la forma intacta (que no ha sufrido splicing) y siendo Rep68 la forma generada
por splicing alternativo. Ambas son importantes proteinas reguladoras que actuan en
frans en todas las fases del ciclo de vida del AAV, regulando la replicacién y
transcripcién de los genes del AAV. Asimismo, gracias a su actividad endonucleasa
sitio-especifica permite la integracion del AAV en el genoma de la célula hospedadora
en ausencia de virus helper. Por otro lado, las proteinas mas pequefas, Rep52 y
Rep40 son producidas por medio del promotor P19, siendo la primera la forma intacta
(que no ha sufrido splicing) y siendo Rep40 la forma generada por splicing alternativo.
Estas dos proteinas estan involucradas en la acumulacién de ssDNA viral, utilizadas
para empaquetarse junto con la capside.

El segundo ORF, contiene el gen Cap que codifica tres proteinas de la capside del

virus: VP1, VP2 y VP3, mediante la accion del promotor P40. Las tres son sintetizadas
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a partir de dos transcritos, sufriendo diversos procesos de splicing alternativo. VP1 es
obtenida a partir del transcrito que no ha sufrido splicing (87 kDa), la mayor de las
proteinas de la capside. Este transcrito sufre luego el proceso de splicing alternativo,
mediante el cual se forman VP2 (72 kDa) y VP3 (62 kDa). La capside de los AAV2
comprende 60 proteinas virales que forman una estructura icosaédrica (Daya et al.,
2008).
Los virus AAV, tienen dos sistemas de replicacion, el ciclo litico y el lisogénico. En
presencia de un virus helper, predomina el ciclo litico. Durante este periodo, el AAV
lleva a cabo una infeccién productiva caracterizada por replicacion del genoma,
expresiéon de genes virales y produccion de viriones. Los genes adenovirales que
constituyen la funcion helper son, E1a, E1b, E2a, E4 y VA RNA. Mientras que los
genes pertenecientes al herpes virus, expresan polimerasa y helicasas, asi como
también genes involucrados en la fase temprana de la transcripcién. Aunque los genes
provistos por ambos virus son diferentes, ambos regulan la expresién de genes de la
célula proporcionando un medio intracelular permisivo, favorable para una infeccion
productiva.
En ausencia de un virus helper, predomina el ciclo lisogénico. La replicacion del AAV
es limitada, la expresion génica es reprimida y el genoma puede entrar en una fase de
latencia, mediante integracion en una secuencia llamada AAVS1 localizada en el
brazo largo del cromosoma 19 (19913). ElI AAV se integra de manera que interrumpe
la subunidad reguladora 12C del gen de una fosfatasa (PPP1R12C, también llamada
MBS85). La funcion de la proteina codificada por este gen no ha sido todavia
dilucidada, y por tanto, no se conocen efectos adversos que deriven de la perturbacion
del gen (Lombardo et al, 2011; Henckaerts et al., 2010). Esta region AAVS1, forma un
complejo con AP1, una secuencia de unién a DNA que se encuentra en la horquilla del
virus, es decir, en las ITRs (en cis), y junto con las proteinas Rep68 y Rep78 (en
trans), ambas con actividad helicasa y endonucleasa, facilitan la recombinacion que
permite llevar a cabo de manera eficiente, la integracién del virus al genoma del
huésped (Weitzman et al., 1994). Se ha encontrado, ademas, que el genoma de los
AAV2 se integra predominantemente como una copia Unica, y que la posibilidad de
recombinacion entre dos virus es muy baja, lo cual se convierte en una gran ventaja
para una expresion estable a largo plazo sin que ocurra integracion al azar, y con ello,
mutagénesis insercional (Janovitz et al., 2014; Choi et al., 2014).
Sin embargo, en los vectores recombinantes (rAAV), derivados del virus wild-type, solo
se han mantenido las secuencias ITRs como unicas secuencias virales en el genoma
(figura 4), y se han reemplazado las secuencias codificantes por un casete de
expresion que contiene una determinada secuencia de interés (Basner-Tschakarjan et
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al., 2014). Debido a la delecién del gen Rep los rAAV pierden la capacidad de
integrarse especificamente en el sitio AAVS1. Por ello, la persistencia del rAAV ha
sido atribuida a la integracién aleatoria o bien, a la formacién de episomas. Se ha
demostrado la existencia de genomas de rAAV circulares en musculo, y su
persistencia episomal ha sido correlacionada con la expresién del transgén a largo
plazo. Estos genomas circulares parecen originarse a través de una circularizacion
monomeérica, proceso que lleva a la formacién de genomas circulares que se unen
cabeza con cola. Sin embargo con el tiempo, disminuyen los mondmeros circulares
intermedios en favor de estructuras circulares de alto peso molecular, denominados

concatémeros (Rohr et al., 2002).
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Figura 5: Ciclo de vida de un AAV wild-type. En presencia de un virus helper, el AAV se replica, empaqueta y libera de
la célula hospedera. En cambio, si no hay co-infeccion, el AAV se integra en el cromosoma 19 (sitios AAVS1), donde
permanece en estado de latencia. Imagen modificada a partir de Daya et al., 2008.

Los rAAV pueden introducir cambios en secuencias definidas, con elevada fidelidad,
por favorecer el mecanismo de RH. Se cree, que las ITRs del virus recombinante
actuan como DSB, para inducir respuestas de tipo de reparaciéon del DNA. Una vez

que el virus elimina la capside viral, RPA se une a la cadena de ssDNA del rAAV,
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luego de lo cual el complejo BRCA2-RADS1 sustituye a RPA, y asi iniciar la via RH
para producir la modificacion en una de las cadenas del DNA (figura 6. Vasileva et al.,
2005). Mutaciones puntuales, inserciones, deleciones e inserciones de marcadores de
seleccidon han sido introducidos en diversos tipos de células humanas. Asi mismo, los
rAAV han sido utilizados con gran eficacia para modificaciones génicas en células
humanas tales como fibroblastos, queratinocitos, células madres pluripotentes
inducidas, entre otras. Recientemente, estos vectores virales también se han utilizado
para introducir nuevos epitopos en diferentes loci de en una amplia variedad de lineas
celulares, permitiendo asi el estudio de proteinas cuando son expresadas en su

ubicacién cromosomica original (Yang et al., 1999; Khan et al., 2011).
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Figura 6: Mecanismos por los cuales, los vectores rAAVs son capaces de inducir modificaciéon génica. Esta
modificacion génica dirigida se da mediante la via de la RH. En la imagen se observa el DNA gendmico en azul y el
genoma viral en rojo. Imagen tomada y modificada de Vasileva et al., 2005.
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Segun se ha mencionado de manera breve anteriormente, hoy en dia se conoce la
existencia de 11 serotipos diferentes de AAVs (Mori et al., 2004; Wu et al., 2006).
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Estos varian en la afinidad que cada uno de los serotipos tiene con un tejido especifico

del huésped, es decir, varian en el tropismo (Tabla 1).

AAV1 Musculo esquelético, SNC.

Rifnon, y con menor eficiencia de transduccion,
el higado, musculo esquelético, pulmones y SNC
AAV3 Desconocido
AAV4 SNC (astrocitos), retina.

AAV5 SNC, células fotorreceptoras, retina.

AAV6 Musculo esquelético

AAV7 Musculo esquelético

e Higado, y con mayor eficiencia que los otros
serotipos: musculo esquelético, pancreas y corazén.

AAV9 Higado, musculo esquelético, pulmones.

AAV10 Musculo esquelético.

AAV11 Musculo esquelético.

Tabla 1. Tropismo de los diferentes serotipos de AAVs conocidos hasta el momento. En negrita se sefialan aquellos
tejidos de mayor tropismo para cada serotipo (Mori et al., 2004. Wu et al., 2006).

Hoy en dia es factible producir rAAVS en los cuales se combinan diversos serotipos
para formar una capside compuesta por una mezcla de subunidades de los diferentes
serotipos. Esto permite no soélo mejorar, por ejemplo, el tropismo, sino también adquirir
nuevas propiedades, diferentes a los AAVs parentales, como por ejemplo, ser capaces
de transducir células que ninguno de los AAVs parentales que conforman el nuevo
AAV (AAV mosaico), son capaces de transducir por separado (Wu et al., 2006).

Estos diferentes serotipos de AAVs se han estado utilizando en diversos ensayos
clinicos o pre-clinicos de terapia génica. Tal es el caso de la enfermedad de Canavan,
una leucodistrofia causada por una mutacion en el gen de la aspartoacilasa (ASPA),
que provoca un defecto metabdlico del sistema nervioso central, y mas precisamente
en oligodendrocitos. Esta fue la primera enfermedad del sistema nervioso central
autorizada para ser tratada en un ensayo clinico de terapia génica con AAV. A pesar

de no haber mostrado eficacia terapéutica, si se ha comprobado la seguridad y
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tolerancia de los vectores rAAV2 utilizados, como asi también, se demostré ausencia
de inflamacioén y de respuesta inmune celular (Chtarto et al., 2013).
Actualmente existen varios ensayos clinicos y pre-clinicos en diferentes patologias, los
cuales utilizan rAAVs, como por ejemplo, aquellos que afectan a la retina. En fase
clinica se encuentra su uso para la amaurosis congénita de Leber (LCA2), asociada a
una mutacion en el gen RPEG5, donde se utilizé6 un rAAV2 con una copia normal de
dicho gen. Luego de 3 afos de seguimiento no se encontraron efectos adversos o
respuestas inmunes debido al tratamiento, a la vez que se demostré una mejora en la
vision de los pacientes sometidos al tratamiento. Por otro lado, en los ensayos pre-
clinicos llevados a cabo para la acromatopsia o monocromatismo, donde se ven
afectadas las células fotorreceptoras de la retina sensibles al color los conos, se han
utilizado rAAV de serotipos 5 y 8 en ratones y perros, encontrandose resultados
satisfactorios en ambos casos (Boye et al., 2013).
En 2013, el primer protocolo de terapia génica ha sido aprobado para su
comercializacién. Este se comercializa con el nombre de Glybera, que esta basado en
la utilizacién de un vector adenoasociado recombinante, mediante el cual se puede
reemplazar al gen responsable de la expresidn de la lipoproteinlipasa, enzima
deficiente en algunos pacientes con niveles extremadamente altos de triglicéridos en
sangre, causante de pancreatitis. El vector recombinante producido en este caso, fue
producido haciendo uso del gen Cap del AAV serotipo 1 y las ITRs del AAV serotipo 2,
esto se debid a que la frecuencia de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra el
AAV1 es mucho menor que la observada para el AAV2, como asi también que los
vectores rAAV1 presentan una mejor eficiencia de transduccion en musculo
esquelético que los rAAV2 y esto es de vital importancia ya que la lipoproteinlipasa se
expresa fisioldgicamente en dicho tejido (Bryant et al., 2013).
Estos resultados son muy prometedores, sin embargo, aun queda mucho por
investigar para poder solucionar los inconvenientes encontrados en cuanto al tropismo
y a las altas dosis necesarias para poder llevar a cabo una terapia génica. Debido a
esto es que han estado desarrollandose diversas modificaciones para evitar estos
inconvenientes. Por ejemplo, sabiendo que uno de los pasos mas importantes para la
expresion del transgén es la conversion del DNA de cadena sencilla (ssDNA) en DNA
de doble cadena (dsDNA), se desarrollaron los AAV auto-complementarios (scAAV,
del inglés, self-complementary AAV). Es asi que, la necesidad de convertir el ssDNA
en dsDNA se puede evitar mediante el empaquetamiento de dos cadenas como una
sola molécula. Esto se logra mediante el aprovechamiento de la tendencia a producir
dobles cadenas durante el ciclo de replicacion de los AAVs. Si estos dimeros son lo
suficientemente pequefios, tal que pueden empaquetarse de la misma manera que los
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AAVs normales, las dos mitades de la molécula de ssDNA podran doblarse y generar
un apareamiento de bases con la consecuente formacién de dsDNA de la mitad de
tamafio. Aunque esto restringe la capacidad del transgén a insertar, ofrece una mejora
en la eficiencia y en la velocidad de expresién del transgén, ya que la conversién de
dsDNA es independiente de la sintesis de DNA de la ceélula huésped y de la
concentracion del vector (McCarty, 2008). Este vector ha sido utilizado en ensayos
clinicos de terapia génica en pacientes con hemofilia B. La decisiéon de utilizar este
vector se debidé a que en ensayos clinicos previos se observd que en la terapia con un
rAAV2 clasico solo hubo expresion transitoria del transgén, lo que pudo haberse
debido a una respuesta citotdxica por parte de las células T en contra de los
hepatocitos transducidos con el virus. Para sobrellevar esta cuestion, se utilizd un
AAVS8 con especial tropismo por células hepaticas, y que ademas, presenta una muy
baja frecuencia de anticuerpos neutralizantes, en comparacién con el AAV2 Nathwani
etal., 2011).

Otra de las modificaciones realizadas para mejorar la eficiencia de estos virus, fue la
mutacion de las tirosinas expuestas en la superficie de la capside del AAV2 (Y444 e
Y730). Mediante esta modificacion se logra evitar parcialmente el proceso de
ubiquitinacion impidiendo, asi, la degradacién por parte del proteasoma lo cual resulta
en un importante aumento en la eficiencia de transduccion a menores dosis (Zhong et
al., 2008).

Finalmente, se ha creado una variante nueva de rAAVs a través de ingenieria genética
de las proteinas de la capside habiéndose generado secuencias mixtas que se
obtuvieron de varios de los serotipos ya conocidos. Se seleccionaron las
combinaciones que conferian un tropismo mayor para células hepaticas y se
comprobd que el nuevo virus transducia con mas eficiencia muchos otros tipos

celulares. El nuevo rAAV se conoce con el nombre de AAV-DJ (Lerch TF., 2012).

2.2.2 Los lentivirus (LV).

Los lentivirus, son virus pertenecientes a la familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae. Estos virus presentan un genoma constituido por RNA, pero se replican
por medio de un DNA intermediario, haciendo uso de la enzima transcriptasa inversa.
El nombre de esta subfamilia alude al largo periodo de incubacion que transcurre entre
la infeccidn y la enfermedad, que puede incluso superar los 10 anos. Dentro de esta
subfamilia se encuentra, por ejemplo, el virus del VIH (virus de la inmunodeficiencia

humana). Los virus de la familia Retroviridae, se caracterizan, también, por ser
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particulas envueltas de 80 — 120 nm, que contienen nucleocapside enrollada dentro de
una cubierta icosaédrica (Cordeiro et al., 2006).
Los LVs constan de tres genes esenciales, gag, pol y env, ademas de dos regiones no
codificantes que los flanquean, llamadas repeticiones terminales largas, LTRs (long
terminal repeats), idénticas entre si (Belshaw et al., 2004). El gen gag codifica para
proteinas de la capside, pol codifica para enzimas que intervienen en la transcripcion
inversa y env codifica para proteinas de la envoltura.
La integracion del cDNA viral en el genoma de la célula huésped es un paso esencial
dentro del ciclo de vida de los retrovirus. Una vez que el virus ha entrado en la célula,
la transcriptasa inversa codificada por el gen lentiviral pol, utiliza el genoma viral (RNA)
como molde para la sintesis de una doble cadena de DNA complementaria; ademas,
esta enzima tiene actividad RNAsa, mediante la cual se destruye el molde luego de
ser copiado. Una vez sintetizada la doble cadena de DNA, es luego ensamblado para
formar los complejos de pre-integracion (PICs, pre-integration complexes), los cuales
contienen proteinas virales y proteinas celulares. Los PICs pueden entrar activamente
en el nucleo de células que no se dividen, como es el caso de los LVs, o pueden lograr
el acceso al DNA durante la mitosis, como en el caso de los restantes miembros de la
familia Retroviridae. Los PICs se asocian con la cromatina de la célula huésped,
donde la integrasa codificada por el gen lentiviral po/ media la inserciéon del genoma
viral en el genoma hospedador. Inicialmente se creyo que, los vectores retrovirales se
insertaban de manera completamente aleatoria en el genoma de la célula huésped a
la que infectaban, sin embargo, hoy en dia se conoce que la mayoria de ellos
presentan una insercion semi aleatoria, influenciando asi el destino de la célula
transducida (Biasco et al., 2011). Asi pues, estos virus se integran, preferentemente,
en regiones de cromatina abierta, transcripcionalmente activas, como las islas CpG,
donde la insercidon de secuencias aumentadoras (enhancers) de las repeticiones
terminales largas generan una alta probabilidad de interferir en la regulacién génica
(Felice et al., 2009).
Durante las ultimas décadas, los vectores retrovirales, derivados del Virus de la
Leucemia Murina de Moloney (Logan et al., 2002), han sido utilizados en ensayos
clinicos en diferentes inmunodeficiencias primarias, creyéndose estos relativamente
seguros. Sin embargo, una de las principales desventajas de estos vectores fue el uso
de la region U3 del LTR viral para dirigir la expresion del transgén, la cual contiene
potentes regiones promotoras y enhancers que son responsables de la activacion de
genes cercanos al sitio de integracion. Se han descrito desérdenes linfoproliferativos
en pacientes tratados por Inmunodeficiencia Combinada Severa Ligada al X (X-SCID,
X-linked severe combined immunodeficiency. Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Estos
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ensayos han servido para dejar en claro el alto potencial que posee la terapia génica,
sin embargo, también han puesto de manifiesto el inconveniente de la mutagénesis
insercional. En estos casos se han desarrollado leucemias y mielodisplasias debido a
la activacion de oncogenes, por lo cual se ha vuelto cada vez mas importante la
monitorizacién del perfil insercional de estos vectores (Biasco et al., 2011).

Debido a los inconvenientes hasta aqui mencionados, se comenzaron a utilizar
vectores lentivirales basados en el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), ya
que estos no tienen la tendencia a integrarse en zonas transcripcionalmente activas lo
que conlleva un menor riesgo de mutagénesis insercional y que resulta en una
expresion del transgén a largo plazo, a la vez que ofrecen otras ventajas, entre las se
encuentran, la posibilidad de infectar diferentes tipos celulares (células quiescentes,
de division lenta, o células que no se dividen), su gran capacidad de
empaquetamiento, y la escasa respuesta inmune que induce su integracion (Quinonez
et al., 2002).

En las primeras generaciones de estos vectores se incluian todos los genes
necesarios que codifican las diversas particulas virales, excepto aquellas involucradas
en la envoltura (Naldini et al, 1996). En la ultima generacién de vectores VIH-1 todo el
genoma viral ha sido delecionado y solo contienen los LTRs imprescindibles para su
integracidn en el genoma celular. Los genes lentivirales esenciales gag, pol y env, y
los reguladores tat (que codificara proteinas que intervienen en la regulacion de la
transcripcién) y rev (que codifica proteinas de exportacion del mRNA al nucleo) se
aportan en frans para la generacion de virus recombinantes.

Para incrementar mas aun la seguridad biolégica de estos vectores se han
desarrollado vectores auto-inactivables para la transcripcion (SIN, self-inactivating) en
los cuales la secuencia aumentadora (enhancer) y el promotor de la regién U3 del LTR
3" han sido eliminados. Esta modificacién reduce la genotoxicidad derivada de la
interferencia de promotores/enhancers virales. La region U3 ha sido sustituida por
promotores alternativos como el promotor del CMV (Miyoshi et al., 1998) y el factor de
elongaciéon EF-1a (Zychlinski et al., 2008) que dirigen la expresion del transgén y son
menos capaces de activar genes vecinos de lo que pueden serlo los promotores
virales. Las ventajas de estos LVs con LTRs auto-inactivables (SIN) han sido
demostradas en diferentes estudios preclinicos para diferentes inmunodeficiencias

primarias (Farinelli et al., 2013).
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3. Las nucleasas en ingenieria genética.

3.1 Caracteristicas y aplicaciones.

El procedimiento de manipulacidn génica dirigida se desarrolla a través del proceso de
RH, segun el cual el vector, al encontrar su secuencia homologa en el gen diana,
induce la recombinacion. Las ventajas de la manipulacion génica dirigida, sobre los

métodos que adicionan genes, son:

. Capacidad de modificar secuencias especificas;
. Preservacion de la regulacién transcripcional del gen;
. Disminucién de los riesgos de mutagénesis insercional y de activacion de

oncogenes debido a integracion aleatoria.

Sin embargo, este proceso de recombinacién homéloga tiene un inconveniente, y es la
baja frecuencia con la que ocurre en los mamiferos, particularmente en humanos
(Vasileva et al., 2005). Con el fin de solucionar este inconveniente es que se descubrid
que, la existencia de un DSB en un plasmido, producia RH entre este y el cromosoma
cuya secuencia era homologa a la del plasmido. Sin embargo, durante este proceso,
solo el plasmido era modificado, debido a que era quien contenia las rupturas en
ambas cadenas (Jasin et al., 1985). Esto llevd a creer que esta misma estrategia
podria ser utilizada en ingenieria genética, modificando el cromosoma en estudio, en
lugar de un plasmido. Es asi que nacieron las primeras herramientas disefiadas para
modificar un locus enddégeno en mamiferos (Jasin et al., 2013)

Dentro de las herramientas desarrolladas, y mas utilizadas para aumentar la
frecuencia de RH, se encuentran aquellas basados en nucleasas quiméricas que
estan compuestas por secuencias de unién al DNA ligadas a un dominio nucleasa que
escinde el DNA, generando, asi, la ruptura del DNA. Las mas empleadas son las ZNFs

(zinc finger nucleases), TALENs (transcription activator-like effector nucleases) y
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CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Estas nucleasas
quiméricas permiten un amplio rango de modificaciones génicas induciendo cortes en
el DNA, mediante lo cual se activa la maquinaria de reparacion celular (Gaj et al.,
2013).

Cuando las rupturas del DNA causadas por nucleasas, son reparadas por NHEJ,
pueden generarse pequefias inserciones o deleciones en el sitio diana, y con ello,
producir el silenciamiento de un gen (Santiago et al., 2008). Asimismo, mediante la
NHEJ, se pueden inducir deleciones mas largas (Lee et al., 2010), inversiones (Lee et
al., 2012), y translocaciones (Brunet et al., 2009), de grandes segmentos génicos. Por
otro lado, la RH nos da la posibilidad de realizar deleciones e inserciones génicas, de
manera dirigida, mediado por la accidon de un DNA donante, homologo al DNA a

modificar.

3.2 Nucleasas con dedos de zinc (ZFNs).

Las ZFNs son proteinas artificiales que se generan mediante la fusion de varios
dominios de dedos de zinc junto con el dominio catalitico de Fokl, una endonucleasa
bacteriana de tipo IIS (con actividad endonucleasa y actividad metilasa, dadas por
proteinas separadas que actuan de manera independiente) (Delacbte et al., 2011).
Estos dominios estan compuestos por un conjunto de 3-5 dedos de zinc (ZF). El
dominio en ZF, uno de los dominios de unién al DNA mas comun en células humanas,
esta compuesto por unos 30 aminoacidos, formando una estructura en forma de loop o
dedo que se mantiene unida gracias a la interaccion de dos residuos cisteina y dos
residuos histidina con un &tomo central de Zinc (Cys2/His2). La funcion de estos
dominios con dedos de Zinc se basa en la union especifica al DNA: cada dominio ZF
reconoce un triplete de nucledtidos especifico, por lo que la fusién de varios de estos
dominios en una ZFN permite reconocer secuencias de DNA mayores. Como la
nucleasa Fokl funciona como un dimero, una ZFN es funcional cuando se forma una
pareja de ellas que estén posicionadas en estrecha proximidad y en orientaciones
inversas (Sun et al., 2013).

Una vez que se ha generado la ruptura de la doble cadena de DNA, la célula pone en
marcha sus mecanismos de reparacion, la RH o bien la NHEJ. En el caso de existir un
DNA donante homdlogo, el mecanismo de preferencia para reparar el DSB sera la RH
(Moehle et al., 2007).

A pesar de que las ZFNs se han utilizado ampliamente para edicion gendmica, tienen
dos importantes limitaciones. La primera de estas limitaciones es la complejidad de su

construccion. Ademas, la falta de especificidad de algunos dominios ZF pueden
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generar cortes en localizaciones fuera de la diana (off target), dando lugar a
mutaciones no deseadas y aberraciones cromosémicas (Pattanayak et al., 2011;
Radecke et al., 2010).

La utilizacion de ZFNs validadas, como es el caso de la nucleasa comercial que corta
el DNA en el cromosoma 19, y mas exactamente en el sitio de insercion de los virus
adenoasociados (AAVS1), permite la integracién dirigida de manera muy eficiente.
Mayor es aun la eficiencia, cuando las ZFNs son introducidas en células humanas
junto con un DNA donante lo que favorece que el proceso de reparacion del DNA
ocurra a través de la recombinacion homdloga. Asi, la integracion dirigida mediante
ZFNs puede lograr una eficiencia del 20% en algunos tipos celulares (Lombardo et al.,
2007), lo que representa un gran incremento en la eficiencia en eventos de
recombinacion homdéloga normales en la mayoria de las células humanas ensayadas,
que es 1 evento en 10° (Bibikova et al., 2001).

En definitiva, la principal ventaja de utilizar las ZFNs reside en la capacidad de
integracion dirigida de un DNA exdgeno, y con esto, la obtencion de clones con una

minima variacion en los niveles de expresion.
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Figura 8. ZFN, nucleasas en dedos zinc. Generacion de un corte en la doble cadena de DNA, y posterior reparacion
mediante NHEJ o RH.
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3.3 Nucleasas TALE (TALENS).

Las proteinas efectoras TALEs (transcription activator-like effectors) son secretadas
por bacterias de la familia Xanthomonas, las cuales son capaces de penetrar en el
nucleo de una célula vegetal, infectarla, y unirse a una secuencia de DNA gendémico
de manera especifica, y regular asi la expresion de los genes diana (Boch et al.,
2010).

Recientemente, se ha visto que estas proteinas tienen una estructura modular, es
decir, estan compuestas por dominios homologos repetidos, cada uno de ellos, de 33-
35 aminoéacidos, de los cuales los residuos en las posiciones 12 y 13 (residuos
variables) son los que le confieren a la proteina la especificidad de unirse a
determinados nucledtidos (Moscou et al., 2009). La interaccién entre la secuencia
especifica de DNA y las TALEs, se lleva a cabo entre el segundo residuo variable
(posicion 13) en cada repeticion, y su correspondiente base en la cadena codificante
del DNA (Sun et al., 2013).

Las nucleasas TALEN (Transcription activator-like effector nucleases) surgen de
combinar un dominio N-terminal que incluye una sefial de localizacion nuclear (NLS,
nuclear localization signal), un dominio central compuesto de repeticiones en tandem
de TALE que permiten el reconocimiento de secuencias especificas de DNA, y por
ultimo, un dominio C-terminal correspondiente al dominio nucleasa de Fokl. Esta
endonucleasa funciona de forma dimérica, y por lo tanto, necesita de una pareja de
TALENs para realizar un corte en un determinado sitio del genoma. La pareja de
TALENs disefiadas se unen asi a la secuencia diana, flanqueada por un DNA
espaciador (normalmente entre 14 y 18 bp), que facilita la formacion del dimero de
Fokl. Es asi como el dimero de Fokl corta en la region del DNA espaciador
produciendo la ruptura de la doble cadena (Wei et al., 2013). Asi, la ruptura generada
en la doble hélice de DNA puede ser reparada mediante NHEJ, a no ser que exista un
DNA homologo que favorezca la reparacion por RH, introduciendo asi las alteraciones
deseadas en una secuencia de DNA diana (Jia et al., 2014).

Aunque el reconocimiento de una sola base en las repeticiones de las TALENs que se
unen al DNA permite una mayor flexibilidad en su disefio, mayor que la que permiten
las ZFNs al reconocer tripletes, la clonacion de las repeticiones TALE presenta un
desafio técnico elevado debido a las extensas secuencias repetidas e idénticas. Para
superar este problema, se han desarrollado distintos métodos que permiten el
ensamblaje rapido de las mismas. Dentro de estas técnicas se encuentran el clonado
molecular mediante la técnica Golden Gate (Cermak et al., 2011), el ensamblaje

mediante ligacion rapida en plataforma soélida de alto rendimiento automatizada
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(FLASH, Fast Ligation-based Automatable Solid-phase High-throughput platform.
Reyon et al., 2012), y por ultimo, el ensamblaje mediante técnicas de clonacion
independientes de ligacion (LIC, Ligation-independent cloning. Schmid-Burgk et al.,
2013).

El Golden Gate es un método recientemente desarrollado para ensamblar multiples
fragmentos de DNA en forma ordenada en una sola reaccion. Este método utiliza
endonucleasas de restriccion IIS, que cortan por fuera de su sitio de reconocimiento
para crear extremos adhesivos de 4 bp unicos. La clonacién se acelera mediante
digestion y ligacién en la misma mezcla de reaccién. El correcto ensamblaje elimina el
sitio de reconocimiento de la enzima (Cermak et al., 2011).

Para el método FLASH se cuenta con una coleccién de plasmidos que codifican para
uno, dos, tres o cuatro repeticiones efectoras TAL que comprenden todas las posibles
combinaciones de los pares de bases a ligar. EI montaje automatizado se realizé
mediante plataformas basadas en perlas magnéticas para ejecutar los pasos del
protocolo: digestion, purificacion y ligacion (Reyon et al., 2012).

LIC es un método, que en sentido estricto, se refiere a un método que utiliza la T4
DNA polimerasa. En este método los diferentes fragmentos de DNA son tratados con
la T4 DNA polimerasa para la generacion de extremos monocatenarios protruyentes.
Si se afiade un dNTP a la mezcla de reaccion, la actividad exonucleasa de la T4
compite por la actividad polimerasa exactamente hasta que hasta que las secuencias
terminales de los fragmentos de dsDNA en la reaccién, permiten la incorporacién del
dNTP suministrado (reaccion de chewback). En sentido mas amplio, LIC se refiere a
un método de clonacion en el que no intervienen procedimientos de ligacion normales,
si no que directamente se realiza la clonacion después del chewback, sin necesidad
de realizar ligaciones previas (Schmid-Burgk et al., 2013; Liu Y, 2013).

A pesar del éxito que han tenido las TALENs como herramientas edicion génica, se ha
observado que éstas han sido incapaces de cumplir su funcién en DNAs metilados, lo
cual representa una desventaja importante para genes que se encuentran en la

heterocromatina (Bultmann et al., 2012).
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Figura 9. TALENs. Generacion de un corte en la doble cadena de DNA, y posterior reparacion mediante NHEJ o RH.

3.4 Endonucleasas de DNA dependiente de RNA Cas9 del
sistema CRISPR.

El sistema de CRISPR/Cas9 ha surgido como una nueva herramienta de ingenieria
genética, que representa un sistema facil de disefar, con una alta eficiencia (Ran et
al., 2013).

El sistema CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas, del inglés Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) / Cas
(proteina asociada a CRISPR, del inglés CRISPR associated protein), constituye un
sistema inmune adaptativo en bacterias el cual las provee de resistencia contra
determinados virus y plasmidos, ya que resulta que los elementos espaciadores de las
CRISPR contienen secuencias homoélogas a elementos exodgenos, incluidos entre

ellos, bacteriéfagos y plasmidos (Mojica et al., 2009).

Actualmente, existen diez sistemas CRISPR/Cas, que se diferencian por las
secuencias CRISPR y los genes Cas que contienen, que codificaran para proteinas
con diversas actividades bioquimicas. A su vez, estos diez sistemas se clasifican en

tres categorias (Makarova et al., 2011).
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. Tipo I: contiene el gen cas3 que codifica para una proteina que presenta
actividades helicasa y DNAsa, ademas de otros genes que codifican proteinas que
forman parte de complejos multiproteicos con diferentes composiciones.

. Tipo ll: se encuentra formado por la proteina multidominio Cas9, que presenta
dos dominios con actividad nucleasa (el dominio nucleasa de tipo RuvC situado
préximo al extremo N-terminal, y el dominio de tipo HNH en el medio de la proteina).
Esta proteina forma un complejo ternario con dos moléculas de RNA: crRNA (CRISPR
RNA) y tracrRNA (transactivador de crRNA).

. Tipo lll: este sistema puede dividirse en dos subtipos en funcion de los
diferentes acidos nucleicos a los que pueden ir dirigidos, pudiendo escindir plasmidos
0 RNA.

Sin embargo, aqui solo nos centraremos en el tipo Il, es decir, el sistema formado por
la proteina Cas9, que presenta dos dominios con actividad nucleasa, un dominio N-
terminal de tipo RuvC que corta la cadena 5° — 3’, también llamada cadena
desplazada y un dominio HNH, situado en mitad de la proteina y que corta la cadena
3" — 5. En este sistema, el crRNA esta formado por 42 nucledétidos, 20 de los cuales
constituyen la secuencia conocida como espaciador, y otros 22 correspondientes a la
secuencia repetida, y sirve como una secuencia especifica que guia a la nucleasa
Cas9 hacia el DNA diana, junto con el tracrRNA, que complementa parcialmente al
crRNA, interviene en la maduracion del crRNA y es necesario para que ocurra el corte
mediado por Cas9; ambos forman una estructura de doble cadena de RNA que dirige
a la nucleasa Cas9 hacia un DNA diana donde producira la escision del mismo (Wei et
al., 2013). Los espaciadores estan formadas por secuencias variables Unicas, de
tamanos similares, que normalmente se encuentran adyacentes a los genes Cas, los
cuales codifican para las nucleasas del mismo nombre (Barrangou et al., 2007).

El sitio donde se produce el DSB en el DNA diana, denominado protoespaciador, esta
compuesto por nucledtidos a los cuales se une el crRNA, y por otra secuencia corta de
nucledtidos, que se conoce como motivo adyacente al protoespaciador (PAM,
protospacer adjacent motif). Es imprescindible que ambas secuencias estén presentes
para que Cas9 se una a la secuencia diana, y generar asi un lazo que une el DNA y el
crRNA. Asi que para que el DNA diana sea reconocido es necesario que exista una
secuencia homologa dentro del crRNA y que la secuencia PAM se encuentre
conservada. Todo esto hace que el sistema CRISPR/Cas pueda ser modificado de
forma simple, solo modificando el crRNA para que pueda reconocer otro DNA diana
diferente (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012).

42



INTRODUCCION.

La nucleasa Cas9wt es capaz de mediar un DSB sitio especifico, lo que puede ser
reparado tanto por RH como también por NHEJ. Para evitar posibles mutaciones que
puedan suceder por la utilizacibn de mecanismos propensos a errores, como es el
caso de NHEJ, se ha generado una Cas9 mutante (Cong et al., 2013) en la que el
aspartato en posicién 10 se ha sustituido por una alanina (D10A) en el dominio RuvCl
de Cas9wit, con lo cual este dominio deja de ser funcional, y por tanto no es capaz de
cortar la cadena desplazada (cadena 5" — 3" que no se une al crRNA), como lo hace
la nucleasa wt . De esta manera, Cas9 actua como una nickasa de DNA, y un nick en
el DNA genomico es normalmente reparado con alta fidelidad mediante el proceso de

RH, lo que minimiza el riesgo de mutagénesis.

Cas9

” = PAM

DNA genémico

trancrRNA

LT

DNA modificado mediante NHEJ DNA modificado mediante RH

Figura 10. Sistema CRISPR/Cas9. En el sistema CRISPR/Cas9 original, se produce un DSB que puede ser reparado
mediante NHEJ o RH. Cuando la nucleasa es mutada en el dominio RuvC, este pierde su capacidad de corte, la
nucleasa se convierte en nickasa, y se necesita entonces una pareja de nickasas para poder realizar un corte en la
doble hebra, el que va a actuar como un DSB capaz de ser reparado mediante RH en presencia de un DNA donante.

4. Sindrome de Wiskott-Aldrich.

4.1 Manifestaciones clinicas.

El sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) es una inmunodeficiencia primaria severa de
herencia recesiva, ligada al cromosoma X, la cual se caracteriza por la presencia de

infecciones recurrentes, eczema y trombocitopenia. Estos pacientes también pueden
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presentar multiples manifestaciones autoinmunes y tumores, y la expectativa de vida
se reduce drasticamente (Massaad et al., 2013).

Entre las manifestaciones clinicas mencionadas anteriormente, las hemorragias
causadas por la trombocitopenia con plaquetas pequenas, son muy frecuentes y se
presentan desde formas leves (epistaxis, petequias, etc.), hasta formas muy graves
(hemorragia gastrointestinal, sangrado intracraneal, etc.). El 21% de las muertes en
pacientes con WAS son causadas por hemorragias. El 80% de los pacientes presenta
eczema, con diferente grado de severidad y persistencia. Sin embargo, en los casos
de WAS severo, el eczema puede ser resistente al tratamiento, lo cual favorece el
desarrollo de infecciones oportunistas en la piel. En cuanto a las enfermedades
autoinmunes asociadas, las mas comunes son la anemia hemolitica autoinmune, la
vasculitis cutanea, la artritis y la nefropatia. Es muy comun que estos pacientes
desarrollen mas de una enfermedad autoinmune a la vez. La presencia de estos
eventos de autoinmunidad estan asociados al desarrollo de tumores, y a un mal
pronéstico. La incidencia de tumores es del 22%, y pueden aparecer en la nifiez
(especialmente la mielodisplasia), sin embargo, son mas frecuentes en adolescente y
adultos jovenes. Los tumores asociados a WAS son, principalmente, leucemia,
mielodisplasia y linfoma, tienen un muy mal prondstico, y representan el 25% de los
casos mortales de enfermos con WAS (Bosticardo et al., 2009).

Debido a que las manifestaciones clinicas varian en los diferentes pacientes, se ha
disefiado un sistema de evaluacion sencillo con el que poder comparar los diferentes
fenotipos de la enfermedad, de manera objetiva (Zhu et al., 1997. Imai et al., 2003).
Este sistema, permite la posibilidad de diferenciar entre pacientes con sintomas
limitados al sangrado y anormalidades en las plaquetas de aquellos paciente con
fenotipo clasico de WAS. Es asi que, a pacientes que presentan trombocitopenia
intermitente o cronica y pequenas plaquetas se les asigna un valor clasificatorio (o
score) de 0.5 o 1, mientras que a aquellos que presentan eczema transitorio leve e
infecciones menores, reciben un score de 2. Las manifestaciones que presentan estos
tres grupos de pacientes se las conoce como trombocitopenia ligada al cromosoma X
o XLT (X-linked thrombocytopenia), y presentan una esperanza de vida igual a la de
cualquier individuo sano, sin embargo, deben ser evaluados periddicamente debido a
la posibilidad de que la enfermedad todavia no se haya manifestado por completo.
Aquellos pacientes que presentan trombocitopenia, plaquetas pequefias, eczema
constante pero tratable y/o infecciones recurrentes son puntuados con un score 3
(WAS leve); si el eczema se vuelve dificil de tratar y las infecciones recurrentes,

entonces el score asignado es de 4 (WAS severo). Por ultimo, aquellos pacientes
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puntuados con un score 5, son los que desarrollan enfermedades autoinmunes (5A)

y/o enfermedades malignas (5B).

4.2 Mecanismos moleculares del sindrome de Wiskott-Aldrich.

WASP es una proteina de 502 aminoacidos (figura 11), rica en prolinas, codificada por
un gen que contiene 12 exones y que esta presente en el cromosoma X (Xp11.22-
11.23), cuya expresién es exclusiva de células hematopoyéticas (Derry et al., 1994).

Esta proteina contiene dominios de unién a SH3 (del inglés, Src Homolgy 3), dispersos
entre las regiones ricas en prolina, los cuales estan involucrados en diversas funciones
como la sefializacion celular y la organizacion del citoesqueleto. Otras regiones que
forman parte de WASp son las denominadas WASP 1y 2 (WH1 y WH2), localizadas
en los extremos N- y C-terminal, respectivamente, y que también estan presentes en
otras proteinas asociadas al citoesqueleto que contienen regiones ricas en prolinas.
Se ha visto que WH1 se solapa con un dominio de homologia con pleckstrina (PH,
motivo de unidn a lipidos que une dos tipos de fosfatidilinositol fosforilados), quizas
mediando la localizacion de WASp en la membrana, luego de la activacién. A este
dominio WH1 se une la proteina WIP (proteina que interacciona con WASp, del inglés,
WASp-interacting protein). WIP es una proteina rica en prolinas de distribucién ubicua
que estabiliza los filamentos de actina y que regula la degradacion, localizacion y
funcion de WASP, es decir, WIP actia como una chaperona para WASp, y su
ausencia provoca la degradacion de WASp mediante ubiquitinizacion y posterior
degradacién proteasémica (de la Fuente et al., 2006). Su deficiencia afecta numerosas
funciones celulares dependientes de la reorganizacién, de los microfilamentos de
actina como la activacién de linfocitos T y B, la degranulacion de mastocitos, la
adhesion de fibroblastos y la migracién celular (Anton et al., 2002). A continuacién de
la region WH1, se encuentra una region basica (BR) y la regién GBD (un dominio de
unidon a GTPasa, del inglés, GTPase binding domain), que se ha demostrado que
interactia con la familia Rho GTPasas Cdc42 (Ciclo de division celular 42, del inglés,
Cell divisién cycle 42. Esta es una proteina que interviene en la regulacién del ciclo
celular), y en menor grado con Rac. Se conoce que la familia Rho de pequefias
GTPasas son miembros de la super-familia Ras, y que regulan varias vias de
sefializacién, incluidas aquellas que controlan la reorganizacién del citoesqueleto.
Seguido de este dominio, de encuentra el dominio WH2, en el cual se ha encontrado
homologia a la region WH2 en verprolina (VH, una proteina de levadura que interviene
en la organizacién del citoesqueleto) y en WIP. Finalmente, en el extremo C-terminal

de WASp existe una regién acida (AR) y un dominio de unién a cofilina. La cofilina es
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una proteina de union a actina la que, cuando se activa, acelera la despolimerizacion

de los filamentos de actina (Snapper et al., 1999).
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Figura 11. En la figura se observa el gen WAS, con sus 12 exones; la proteina codificada por dicho gen y las
mutaciones encontradas a lo largo de todo el gen. Los dominios funcionales de la proteina se representan como
rectangulos coloreados, dentro de los cuales podemos ver: dominio de homologia a WASP 1/dominio de homologia a
pleckstrina (PH); regién basica (BR), dominio de union a GTPasa (GBD); region rica en prolina (PPP) con dominios de
union a SH3; dominio de homologia a WASP 2 (WH2)/ dominio de homologia a verprolina (VH); dominio de homologia
a cofilina (CH)/region acida (AR). Las flechas indican las dianas de los dominios funcionales. Las mutaciones que se
muestran en la figura se encontraron tanto en exones como en las uniones de estos con los intrones. Figura tomada y
modificada de Snapper et al., 1999; Jin et al., 2004; Massaad et al., 2013.

WASp se presenta en una conformacioén inactiva (auto-inhibited) y su activacion se
induce, mayormente, por la unién de la GTPasa Cdc42. Otros factores, como la
proteina adaptadora NCK (region no catalitica de la proteina adaptadora de tirosina
quinasa, del inglés, non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein), y la
fosforilacion de la tirosina en posicion 291 de WASp (Y291), pueden activar a WASp,
independientemente de Cdc42. La union del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP5)
también es un importante regulador en la activacion de WASp induciendo una
conformacion estable. La forma activa de WASp , une el complejo de proteinas
relacionadas con la actina 2/3 (ARP, actin-related protein), el cual da lugar a la
nucleacion de los filamentos de actina a los lados de filamentos preexistentes, creando

asi una red de actina. La actividad del complejo ARP2/3 contribuye en diferentes
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funciones celulares como los cambios de formas en las células, motilidad, endocitosis
y fagocitosis (Catucci et al., 2012).

Se han encontrado, aproximadamente, 300 mutaciones capaces de provocar WAS
(figura 11). Estas se encuentran a lo largo de todo el gen, aunque mayoritariamente en
los primeros 4 exones, y en los exones 7 y 10 (Ariga T., 2012); y dentro de éstas se
encuentran mutaciones sin sentido, inserciones, deleciones y mutaciones complejas.
Se ha visto que el exdn 4 parece ser critico para la estabilidad y funcionalidad de la
proteina, ya que muchas de las mutaciones sin sentido en este exon resultan en
niveles indetectables de WASp, o proteinas truncadas o inestables, a pesar de que el
transcrito esté presente en valores normales. Todos los pacientes con mutaciones en
el exdn 4 presentaron un score de 4-5 (Zhu et al., 1997).

Los pacientes con Sindrome de Wiskott-Aldrich sufren de una disminucién de células
T, lo cual se debe tanto al desarrollo anormal de las mismas, asi como también a la
elevada tasa de apoptosis. Estas células presentan proyecciones anormales en la
superficie, con escasez en el niumero y estructura de las microvellosidades de la
superficie celular, lo que indica un defecto en la arquitectura del citoesqueleto de
actina. Los defectos en las células T son la mayor causa de autoinmunidad en WAS.
Estos pacientes tienen un defecto en la capacidad de expresar marcadores de
activacion como CD69 (en linfocitos T y células NK) y CD25 (cadena o del receptor de
la interleuquina 2, IL2, en células T y B activadas), asi como también defectos en la
proliferacién y produccion de citocinas como IL2, produccién de interferén y (yIFN) y
factor de necrosis tumoral a (TNFa). Las células T citotdxicas en co-cultivo con células
B de linfomas presentan una ineficiente polarizacion de los granulos citotéxicos hacia
estas células, lo cual explica, posiblemente, el desarrollo de tumores malignos en
estos pacientes. En el caso de las enfermedades autoinmunes desarrolladas por estos
pacientes, se cree que se deben a la disminucion en la proliferacion de las células T
reguladoras (Treg), las cuales regulan las reacciones del sistema inmune a los
antigenos no propios, y promueven la tolerancia a los antigenos propios. A pesar de
que las células B no se ven tan afectadas como las T, los pacientes con WAS
presentan una gran desventaja, ya que estas son menos moviles, difunden menos, y
se agregan menos que las células B normales. Todo esto podria deberse a defectos
en el citoesqueleto celular (Massaad et al., 2013).

Estos pacientes presentan ademas disminucion en el numero de las plaquetas debido
a la baja produccion de las mismas, y también, a su elevado aclaramiento. Esto puede
deberse a que la morfologia anormal de estas plaquetas facilite su fagocitosis en la

médula 6sea, o por los macréfagos del bazo, o también debido a que las mismas son
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reconocidas por anticuerpos que cubren la superficie, lo que facilitaria su opsonizacion
por parte de los macréfagos (Massaad et al., 2013).

Las células natural killer (NK) en pacientes con WAS, tienen su actividad citotéxica
severamente disminuida. Las NK forman sinapsis inmunoldgicas aberrantes, lo cual
afecta su capacidad de formar conjugados estables con las células dianas (Massaad
et al., 2013).

WASp es importante en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, necesario para
la migracion eficiente de las células dendriticas (DC), la formacion de la sinapsis
inmunoldgica y la activacion de células efectoras. Este incorrecto funcionamiento de
las DC contribuye con la alta incidencia de infecciones observadas en estos pacientes,
debido a la activacion disminuida de células efectoras (Massaad et al., 2013).

Los monocitos y los macrofagos presentan menos filopodios que las células normales,
tiene muy afectada la capacidad de formar podosomas, y fallan al migrar segun
gradiente de quimiocinas a pesar de tener una expresion normal para los receptores
de quimiocinas. La incapacidad de migrar que presentan estas células se debe a la
inestabilidad de los filopodios, que tienden a retraerse con mayor facilidad. En
definitiva, la reorganizacion del citoesqueleto es necesaria para la migracion de
monocitos y macrofagos hacia los tejidos inflamados o infectados, y para la uniéon vy
fagocitosis del antigeno (Massaad et al., 2013).

Por ultimo, los neutréfilos de estos pacientes no son capaces de polimerizar la actina
de manera correcta y, por tanto, no son capaces de migrar con normalidad, ni de
degranular de forma normal mediante estimulacion, y la activacion del estallido
respiratorio, también llamado explosion o estallido oxidativo, esta disminuida (Massaad
et al., 2013).

4.3 Terapia actual.

A pesar de los avances en el diagnostico y en los cuidados clinicos, el pronéstico de
los enfermos de WAS sigue sin ser demasiado alentador. Hoy en dia hay tres tipos de
terapias para esta enfermedad.

Por un lado, se encuentra la terapia convencional, que incluye diferentes actuaciones.
En algunos casos, se ha demostrado que la esplenectomia puede restablecer a
valores normales el numero de plaquetas. Sin embargo, la esplenectomia no reduce
los riesgos de enfermedades autoinmunes ni de desérdenes linfoproliferativos. Este
tratamiento no es aconsejable para pacientes que se someteran a un trasplante de

células madres hematopoyéticas (CMH). Muy a menudo, de manera profilactica, se
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administran tanto antibidticos como inmunoglobulina intravenosa para disminuir el
riesgo de infeccion (Massaad et al., 2013).

El trasplante de CMH es el tratamiento de eleccion en pacientes con WAS, ya que
consigue corregir todos los aspectos de la enfermedad, reconstituyendo las funciones
hematoldgicas e inmunes. Sin embargo, diversos factores condicionan el éxito del
trasplante, de los cuales lo mas importante es el donante y la edad y el estado clinico
del paciente con WAS en el momento del trasplante. Los mejores resultados se han
obtenido mediante trasplantes de donantes hermanos HLA idénticos, o bien, donantes
compatibles sin relacién de parentesco, en pacientes menores de 5 afios.

La CMH son células capaces de auto-renovarse y de reconstituir el sistema sanguineo
por completo, mediante la generacién de los diferentes linajes celulares que lo
constituyen. En la practica clinica habitual, las transfusiones de CMH o de células
diferenciadas (eritrocitos, plaquetas, leucocitos) son utilizadas para tratar diversos
desérdenes hematolégicos. Sin embargo, la limitada capacidad de encontrar células
cuyos donantes y receptores sean compatibles, es uno de los mayores inconvenientes
a los que se enfrentan los trasplantes de médula ésea como terapia utilizada en la
practica clinica (Batta et al., 2014). La generacién de CMH a partir de células
provenientes del mismo paciente podria evitar asi estos inconvenientes, y ampliar las
posibilidades para aquellos pacientes que no poseen un donante compatible (Riddell
et al., 2014).

Las células madres embrionarias (CME), son células pluripotentes capaces de generar
los tres linajes embrionarios: endodermo, ectodermo y mesodermo. Un objetivo que se
han planteado numerosos cientificos hasta el momento, ha sido la generacién de CMH
a partir de estas CME. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados no ha sido
posible, aun, cultivar células madres hematopoyéticas in vitro, lo cual puede deberse a
la falta de conocimiento sobre las vias regulatorias que controlan el desarrollo de CMH

en las etapas tempranas del desarrollo (Sturgeon et al., 2013).

En el aifo 2006, Takahashi y Yamanaka, observaron que las células adultas
diferenciadas podian recrear un estado de pluripotencia, antes de ser re-diferenciadas
a un célula de otra estirpe. Para llevar a cabo esta reprogramacion se necesita de la
expresion ectépica de cuatro factores de pluripotencia: OCT4, SOX2, KLF4 y cMYC.
La combinacion de estos factores confieren a las células diferenciadas, caracteristicas
de células madres pluripotentes, y por ello se las conoce con el hombre de células
madres pluripotentes inducidas (iPSC). Surge asi una posible alternativa para poder
generar células hematopoyéticas especificas para cada paciente, mediante la

diferenciacion de iPSC a CMH, aunque desafortunadamente, hasta ahora no se han
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obtenido CMH que al ser trasplantadas en un paciente, sean capaces de originar
todos los linajes celulares. Otro obstaculo importante en este proceso, ha sido que las
células sometidas a la expresion forzada de tales factores de pluripotencia pueden
llegar a ser transformadas, lo que lleva a un crecimiento sin restricciones, es decir,
tumoral, y que ademas, puede llevar al fracaso en la diferenciacion a células

sanguineas maduras (King et al., 2011).

Se han descrito varios métodos para diferenciar células hematopoyéticas a partir de
CME e iPSC. Entre ellos se incluyen la formacién de cuerpos embrioides, el co-cultivo
con células alimentadoras (feeders), y el crecimiento en placas recubiertas de
proteinas de matriz extracelular. En el primer método, las colonias de CME e iPSC no
diferenciadas, son separadas en pequefios acumulos de células mediante la utilizacion
de enzimas o mediante diseccidn fisica, tras lo cual se forman los cuerpos embrioides
en suspension o en una placa de cultivo o mediante una gota colgante. Los cuerpos
embrioides con agregados de células, que forman una esfera, que proliferan y se
diferencian en las tres capas germinales. Alternativamente, las CME o las iPSC
pueden sembrarse sobre células del estroma (OP9), que se obtienen del ratén y que
actian como soporte para la diferenciacion de estas células. Finalmente, el ultimo
metodo consiste en utilizar matrices celulares con las que se recubren las placas,
como puede ser el colageno IV, que promueven la proliferacion celular y forman una
estructura de fijacion. En todos los casos, el destino final de las células, es decir, su
diferenciacion, esta controlado mediante el uso de diversas citoquinas (Inoue-Yokoo et
al., 2013). Sin embargo, como hemos mencionado anteriormente, hasta el momento
no se ha encontrado un método que permitiera cultivar de manera eficaz células

madres hematopoyéticas a partir de CME o de iPSC.

Surge asi, una nueva opcién, la de la reprogramacién directa. La reprogramacion
directa o transdiferenciacion, es el proceso por el cual es posible convertir una célula
somatica en otra de estirpe diferente sin pasar por un estado de pluripotencia
intermedio (Jopling et al., 2011). Es asi que la transdiferenciacién de células derivadas
de pacientes, representa una potencial alternativa para la generacion de células
hematopoyéticas para ser utilizadas en los trasplantes de CMH, sobre todo teniendo
en cuenta lo apropiado y conveniente que seria para este proposito reprogramar
células diferenciadas y de facil acceso, como por ejemplo, lo son los fibroblastos
(Batta et al., 2014).

Un articulo reciente (Szabo et al., 2010) ha descrito que, mediante transdiferenciacion,

se han obtenido células hematopoyéticas CD45+ a partir de fibroblastos humanos, sin

pasar por un estado de pluripotencia. Para ello, se ha recurrido a la expresién de
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OCT4, junto con un medio de citoquinas adecuado, favorable para la obtencion de
progenitores hematopoyéticos multipotentes de las lineas mieloide, eritroide vy
megacariocitica. Sin embargo, cuando se han trasplantado estos precursores en
ratones inmunodeficientes, sbélo se ha conseguido una modesta diferenciacion
mieloide, y sin recuperacion de la estirpe linfoide; sin embargo, es importante destacar
que los precursores hematopoyéticos generados in vitro no fueron capaces de

convertirse en células tumorales (Szabo et al., 2010).

En cuanto a los ensayos realizados en ratones, ha sido ya publicado (Batta et al.,
2014) que fibroblastos embrionarios y fibroblastos adultos, ambos de raton, fueron
eficientemente transdiferenciados a progenitores hematopoyéticos mediante la
expresion ectopica de diferentes factores de transcripcion. Estas células
transdiferenciadas, poseen la capacidad de reconstitucion hematopoyética de todas

las series diferenciadas, in vivo, a corto plazo (Batta et al., 2014).

Actualmente existen numerosos grupos trabajando en este campo tanto para poder
lograr transdiferenciar células ya diferenciadas a células hematopoyéticas (Riddell et
al., 2014), pero también realizar la transdiferenciacion a progenitores neurales vy
endodermo (Mitchell et al., 2014), a células endoteliales (Margariti et al., 2014), a
cardiomiocitos (Ifkovits et al., 2014) y a células de los islotes pancreaticos (Lumelsky,
2014).

Finalmente, dentro de las posible terapias para el WAS nos encontramos con la
terapia génica, la cual se realiza en pacientes con un score alto en el sistema de
Zhu/lmai, que no expresan la proteina y sin donantes HLA compatibles para un
trasplante. La terapia génica consiste en aislar CMH (CD34+) del propio paciente, que
posteriormente son transducidas ex vivo con un vector viral que contiene el transgén
WASp. Finalmente, estas células que ahora contiene el transgén y expresan WASp

son introducidas nuevamente en el paciente (Scaramuzza et al., 2013).

El primer ensayo de terapia génica para pacientes con WAS se llevd a cabo en dos
pacientes, utilizando un YRV que contenia el transgén que codifica para WASp y se
realiz6 el seguimiento de ambos durante, al menos, 3 afnos (Boztug et al., 2010). En
los pacientes tratados se comprobd una expresion sostenida de WASp en CMH,
células linfoides, células mieloides y plaquetas, hasta 3 afios después de haber
recibido la terapia génica. Monocitos, células T y B y células NK, también demostraron
haber corregido sus funciones, lo que conlleva una mejorias clinica. Los signos y
sintomas de autoinmunidad, desaparecieron en ambos pacientes dentro del primer

afio de realizada la terapia génica. El eczema severo solo mejoré en uno de los dos
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pacientes (Catucci et al., 2012). Sin embargo, uno de los pacientes desarroll6 un caso
de leucemia, probablemente debido a mutagénesis insercional (Avedillo Diez et al.,
2011). Estos acontecimientos llevaron, nuevamente, a replantear el tema de la
seguridad al utilizar vectores virales. Por ello, se llevaron a cabo diversos estudios
haciendo uso de vectores lentivirales SIN. Uno de estos casos de estudio resulté en
un protocolo clinico mediante el cual se realizé la terapia génica en 3 pacientes,
haciendo uso de un SIN-LV. Tras al menos, 20 meses en observacion (entre 32 y 20
meses), los 3 pacientes se encontraban vivos y en buen estado de salud. En los 3 se
resolvieron los eczemas, ya sea moderado o severo; también lo hicieron las petequias
en la piel en los 3 pacientes, asi como el sangrado gastrointestinal, en dos de ellos, y
la epistaxis en uno (Aiuti et al., 2013). Estos resultados muestran que los SIN-LVs son
mas seguros que los vectores YRV, y que por tanto, son vectores muy prometedores

en el campo de la terapia génica.
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"Hay dos formas de ver la vida: una es creer que no existen milagros, la otra,
es creer que todo es un milagro”
Albert Einstein (1879 — 1955)
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El objetivo general de la presente tesis es el estudio de condiciones experimentales

que mejoren la frecuencia de modificacion génica dirigida en células humanas, para

poder aplicar estas condiciones en la correccion de mutaciones de células derivadas

de pacientes con enfermedades monogénicas de dificil manejo clinico, como es el
sindrome de Wiskott-Aldrich.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

1.

Generacion de una linea celular reportera a la que se le ha introducido un gen

EGFP mutado incapaz de producir una proteina fluorescente verde.

Produccion de un virus adenoasociado que pueda inducir la correccién de la EGFP

mutada mediante recombinacion homologa.

Estudio del efecto de diferentes tratamientos sobre la frecuencia de recombinacién

homologa en nuestro sistema linea reportera - vector donante.

a.

Produccién de proteinas TALENs para inducir roturas dobles del DNA en el
locus EGFP.

Produccién de la proteina de fusiéon ScRad52, y estudio de su actividad en la
induccion de recombinacion homologa.

Estudio del efecto de una libreria de siRNAs sobre la frecuencia de

recombinacion homologa.

Disefio de vectores donantes para la modificacion génica dirigida del gen causante
del Sindrome de Wiskott-Aldrich.

a.

Aplicacién de las mejores condiciones para generar fibroblastos primarios que
no expresan WASp (WASP-KO).

Correccion génica de WASp en fibroblastos primarios WASP-KO (Fibs-
WASP+).

Transdiferenciaciéon de fibroblastos corregidos (Fibs-WASP+) a células

hematopoyéticas.
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MATERIALES Y METODOS.

"El mejor cientifico esta abierto a la experiencia, y esta empieza con un
romance, la idea de que todo es posible”
Ray Bradbury (1920 — 2012)

57



58



MATERIALES Y METODOS.

1. MATERIALES.

1.1 Lineas y cultivos celulares.

HCT-116 (ATCC® CCL-247™): linea celular humana derivada de una muestra de
carcinoma colorrectal de un hombre adulto de raza caucasica. Esta linea es de origen

epitelial y propiedades adherentes en cultivo. Fue obtenida de la ATCC.

U-2 OS (ATCC® HTB-96™): linea celular humana derivada de una muestra de
osteosarcoma de una nifia de 15 afos de raza caucasica. Esta linea presenta una
morfologia epitelial y propiedades adherentes en cultivo. Fue proporcionada por el

laboratorio del Dr. Paul J. Anderson de la Universidad de Harvard (Boston, EUA).

Jurkat, Clone E6-1 (ATCC®TIB-152™): linea celular humana de linfocitos T obtenida
de sangre periférica de un nifio de 14 afos con leucemia linfoide aguda. Esta linea
presenta una morfologia de linfoblastos y en cultivos se encuentran en suspension.
Fue proporcionada por el Dr. Andrés Alonso Garcia del Instituto de Biologia y Genética
Molecular (IBGM, Valladolid, Espana).

Fibroblastos primarios: obtenidos en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid, a
partir de biopsias de piel de donantes varones, sanos voluntarios que dieron su

consentimiento informado.

AAV 293 (293 c18 (ATCC® CRL-10852™)): linea celular humana derivada de células
embrionarias primarias de rifién, transformadas con DNA de adenovirus (serotipo 5)
para expresar de manera estable proteinas involucradas en la regulacion de la
transcripcién viral (E1A y E1B). Esta linea presenta una morfologia epitelial y

propiedades adherentes en cultivo. Fue obtenida de la ATCC.

293 FT: linea celular humana de rapido crecimiento derivada de células embrionarias
primarias de rifién, transformadas con el antigeno T grande del virus SV40 (SV40
large T antigen). La presencia del antigeno T permite la expresion de altos niveles de
proteinas. Estas células expresan de manera estable el gen de resistencia a
neomicina del pCMVSPORT6TAg.neo y deben ser mantenidas en un medio que
contenga geneticina (500 ug/mL). La expresidon de este gen de resistencia esta
controlado por el promotor de SV40. Se obtuvieron de la compaiia Life

Technologies™.

Las lineas celulares HCT-116 , U-2 OS, Jurkat y AAV 293 fueron cultivadas en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 1X de Glutamax |
(concentracion final 2 mM), 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de penicilina-

estreptomicina (concentracion final de 100U/mL y 100 pg/mL, respectivamente) y 1X
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de piruvato (concentracion final 1mM). A partir de este momento, nos referiremos a

este medio, como medio completo.

Los fibroblastos primarios fueron cultivados en medio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado con 1% de Glutamax |, 10% de suero fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina-estreptomicina (concentracién final de 100U/mL y 100 pg/mL,
respectivamente) y 1% de aminoacidos no esenciales (NEAA). A partir de aqui, nos

referiremos a este medio como, medio completo de fibroblastos.

Por ultimo, la linea 293 FT fue cultivada en medio completo al que se le anadio,
ademas, 1% de NEAA y geneticina (500 pg/mL).

Las condiciones de cultivos para todas las lineas celulares son de 37°C y 5% de CO,,

1.2 Cepas bacterianas.

E. coli DH5a: Esta cepa bacteriana se obtuvo de Stratagene. Su genotipo es F-
endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(rK- mK+), A—.

Posteriormente, y a partir de la cepa comercial, se han obtenido bacterias E. Coli
DH5a termocompetentes. Para ello, primero se sembraron las bacterias comerciales
en una placa de LB-agar sin antibidtico, la que se incub6 durante 16 horas a 37°C.
Una vez transcurrido este tiempo, se picé una colonia aislada y se cultivé en 2 mL de
medio liquido LB, en las mismas condiciones anteriores y con agitacion, tras lo cual se
inoculé 1 mL de este cultivo en 50 mL de LB liquido, y se incubd, nuevamente, a 37°C
en agitacion hasta obtener una densidad o6ptica, a 600 nm, de 0,4 — 0,6. A
continuacién, se centrifugd el cultivo a 4.000 rpm durante 5 minutos, y a 4°C. Se
descarto el sobrenadante, y se resuspendio el pellet de bacterias en 15 mL de tampodn
CMG (50 mM CaCl, y 50 mM MgCl,), y se incub6 durante 15 minutos en hielo. Una vez
mas, la suspensién bacteriana se centrifugd en iguales condiciones que las
mencionadas anteriormente. Se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
en 3,6 mL de tampon CMG, y se incubd nuevamente, en hielo durante 5 minutos.
Finalmente, se afadieron 250 uL de DMSO, y se incubd por ultima vez en hielo
durante 5 minutos. Las bacterias competentes asi obtenidas se almacenaron,

alicuotadas, a -80°C.

XL10-Gold: Esta cepa bacteriana se obtuvo de Agilent Technologies. Su genotipo es
Tet” A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac Hte [F" proAB lacl®ZAM15 Tn10(Tet") Amy Cam'].
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E. coli BL21 (DE3): Esta cepa bacteriana fue proporcionada por la Dra. Maria José
Caloca (CSIC — IBGM) . Su genotipo es E. coli B decm ompT hsdS(rg'mg’) gal. Esta
cepa tiene la ventaja de ser deficiente en proteasas, por lo que se utilizan en la

produccién de proteinas recombinantes.

1.3 Plasmidos.

pAAV-CAGGS-EGFP: Este vector de 9.809 bp, es un vector donante para
modificacion génica mediante AAV-ZFN. Presenta un casete de resistencia a
ampicilina que permite su seleccion, y un casete de resistencia a puromicina como
marcador de seleccién. Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su numero de

referencia es el 22.212.

pAAV-MCS: Este vector de 4.650 bp, contiene las repeticiones terminales invertidas
(ITR), que flanquean al MCS (sitio de clonacion multiple) y que intervienen
directamente en la replicacion y encapsidacion de las particulas virales. También
posee un casete de resistencia a ampicilina que permite su seleccién. Fue obtenido de

Stratagene.

pAAV-RC: Tiene un tamafio de 7.300 bp y contiene los genes Rep y Cap necesarios
para la replicacion y encapsidaciéon del virus adenoasociado, respectivamente.

Obtenido de Stratagene.

pBS-Blasticidin: El plasmido pBS-Blasticidin tiene un tamafio de 4.516 bp. De este
plasmido se obtiene el casete de Blasticidina flanqueado por dos sitios loxP. Este

plasmido fue creado con anterioridad en nuestro laboratorio.

pBluescript K/S +: Este es un vector de clonacién de 2961 bp. Contiene un gen que
codifica para ampicilina, y también un sitio de clonacion multiple. Fue obtenido de

Stratagene.

PEGFP-C1: Este es un vector de expresion en mamiferos que posee un tamafo de
4.731 bp, con un gen que codifica para la proteina verde fluorescente mejorada
(EGFP, Enhanced Green fluorescent protein) en posicion N-terminal en relacién con la
proteina de interés, un casete de resistencia bacteriana a kanamicina y, como
marcador de seleccion, neomicina. El MCS de este plasmido se encuentra en el
extremo 3" de la EGFP. Se obtuvo de Clontech.

PEGFP-N1: Este es un vector de expresion en mamiferos que tiene un tamafo de
4.733 bp, con un gen que codifica para EGFP en posicion C-terminal en relacion con

la proteina de interés, un casete de resistencia bacteriana a kanamicina y, como
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marcador de seleccion, neomicina. EI MCS de este plasmido se encuentra en el
extremo 5° de la EGFP. Se obtuvo de Clontech.

PET15b: Es un vector de expresion procariota de 5.708 bp, que contiene una
secuencia que codifica para 6 histidinas en lo que sera el extremo N-terminal de la
proteina de fusion (His Tag), también posee un casete de resistencia a ampicilina.

Este plasmido se obtuvo de Novagen.

pHelper: Tiene un tamano de 11.635 bp y es necesario para la produccion de
particulas virales infectivas, ya que contiene las secuencias que codifican para las

proteinas E2b, E4 y VA de adenovirus. Se obtuvo de Stratagene.

pMD2.G: Es un plasmido de 5.824 bp, que se utiliza en la produccion de vectores
lentivirales ya que posee un gen que codifica para VSV-G, una proteina involucrada en
la formaciéon de la envoltura viral. Posee, ademas, un casete de resistencia a
ampicilina que permite su seleccion. Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su

numero de referencia es el 12.259.

pSin-EF2-Oct4-Pur: Es un vector lentiviral de expresion en mamiferos de 8.682 bp.
Este plasmido contiene una secuencia que codifica para la proteina humana Oct4 (o
POUS5F1). Posee un casete de resistencia bacteriana a ampicilina, y un casete de
resistencia a puromicina como marcador de seleccion. Este plasmido fue obtenido de

Addgene, y su numero de referencia es 16.579.

psPAX2: Es un plasmido involucrado en la formacion de vectores lentivirales de
segunda generacion. Contiene 10.703 bp, en el cual se encuentra el promotor hibrido
CAG (que combina elementos de los promotores de citomegalovirus (CMV), de la -
actina de pollo y de la p-globina de conejo) que aumenta la eficiencia en la expresion
de las proteinas de Gag, Pol, Tat y Rev del HIV-1, que también son codificadas por el

mismo. Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su numero de referencia es 12.260.

pTriEx-HTNC: Es un vector de expresion bacteriana, constituido por 6.757 bp. Este
plasmido, contiene una secuencia que codifica para la proteina Cre recombinasa, a la
cual se anade en su extremo N-terminal las secuencias NLS, TAT y His Tag. Ademas,
posee un casete de resistencia a ampicilina. Este plasmido fue obtenido de Addgene,

y su numero de referencia es 13.763.

pX335-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9n(D10A): Es un vector de expresién
bacteriana de 8.434 bp que codifica para CRISPR (repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas, del inglés clustered regularly interspaced short

palindromic repeats), y también para la nucleasa Cas9 (proteina asociada a CRISPR,

62



MATERIALES Y METODOS.

del inglés CRISPR associated protein) de Streptococcus pyogenes que contiene la
mutacion de aspartato a alanina en posicion 10 (D10A). Esta mutaciéon da lugar a una
proteina Cas9 con actividad nickasa. Posee un casete de resistencia bacteriana a
ampicilina. Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su numero de referencia es
42.335.

TAL-BBL1-ID14: Vector de 2.686 bp que contiene un MCS flanqueado por dos sitios
de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su nimero de referencia es 41.516.

TAL-BBL1-ID21: Vector de 2.698 bp que contiene un MCS flanqueado por dos sitios
de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su niumero de referencia es 41.519.

TAL-BBL1-ID32: Vector de 2.699 bp que contiene un MCS flanqueado por dos sitios
de corte para Mva1269l. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su numero de referencia es 41.518.

TAL-BBL1-ID43: Vector de 2.687 bp que contiene un MCS flanqueado por dos sitios
de corte para Mva1269Il. Posee un casete de resistencia bacteriana a kanamicina.

Este plasmido fue obtenido de Addgene, y su numero de referencia es 41.517.

TALEN-ID12-T: Es un vector de expresion en mamiferos de 7.042 bp, que posee una
secuencia que codifica para la nucleasa bacteriana Fokl, junto con el promotor CMV.
Presenta, ademas, un casete de resistencia bacteriana a ampicilina. Este plasmido fue

obtenido de Addgene, y su numero de referencia es 41.479.

1.4 Oligonucleétidos.

7

% Oligonucleétidos para la construccion de vectores.

» Construccion del vector pET15b-ScRad52.

* ScRad52 S:
TGTAAGCTTGAAGAAGAAGAGGAAGGTGTCCATGAATGAAATTATGG
ATATGGATG. Introduce sitio de restricciéon para Hindlll.

* ScRad52 AS: ATTCTCGAGTCAAGTAGGCTTGCGTGCATG. Introduce
sitio de restriccion para Xhol.

» Construccion de un vector reportero MCS-A3-EGFPtrunc-vector.
* RCL A1 S: ATTGCGGCCGCACGAATTCGCCCTTTGCTTTC. Introduce

sitio de restriccion para Notl.
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RCL A1 AS: ATCGTCGACGGCGTTACTATGGGAACATACG. Introduce
sitio de restriccién para Sall.

RCL A2 S: ATTGTCGACTGTGGATAACCGTATTACCG. Introduce sitio
de restriccién para Sall.

RCL A2 AS: ATTGAATTCTTCTCGTTGGGGTCTTTGC. Introduce sitio de
restriccién para EcoRI.

RCL A3 S: ATTGAATTCACTAGGGACAGGATTGGTGAC. Introduce sitio
de restriccion para EcoRI.

RCL A3 AS: AATGCGGCCGCAGGACGAGAAACACAGCCCC. Introduce

sitio de restriccion para Notl.

» Construccion de un vector donante MCS-A5-EGFP-donor.

RCL B1 S: AATAGGGCCCATCCTGGTCGAGCTG. Introduce sitio de
restriccion para PspOMI.

RCL B1 AS: TAAGTCGACGTTAAGATACATTGATGAGTTTG. Introduce
sitio de restricciéon para Sall.

RCL A3 S: ATTGAATTCACTAGGGACAGGATTGGTGAC. Introduce sitio
de restriccion para EcoRI.

RCL A3 AS: AATGCGGCCGCAGGACGAGAAACACAGCCCC. Introduce

sitio de restriccion para Notl.

» Construccion de un vector donante pAAV-MCS-WASP-wt.

WASP A1 S: ATAGCGGCCGCTCAACTCCAACCCCCAAATAC. Introduce
sitio de restriccion para Notl.

WASP A1 AS: ATTGTCGACATCCATCAGTCCACACATCC. Introduce
sitio de restriccién para Sall.

WASP A2 S:
ATTGAATTCGCAGGGCTGTGATAACTCTCTGGATGGATTGG. Introduce
sitio de restriccion para EcoRI.

WASP A2 AS: AATGCGGCCGCTGTCCATACATCTGTCTCTG. Introduce

sitio de restriccion para Notl.

» Construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-KO. Mutacién dirigida.

R148X168ins S:
CGTGCAGGAGAAGATACAAAAAAAGGAATCAGAGGC.
R148X168ins AS: GCCTCTGATTCCTTTTTTTGTATCTTCTCCTGCACG.

% Oligonucleétidos para screening mediante PCR.

» Screening en la linea celular reportera HCT116-RCL.
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* RCLS1S: GACCACTTTGAGCTCTACTG.

* RCLS1 AS: CCGCATGTTAGAAGACTTCC.

* RCLS2 S: CGACCACTACCAGCAGAAC.

* RCLS2 AS: CCAAGTGGTTGATAAACCCAC.

* RCLS3 S: CCACCCCATTGACGTCAATG.

* RCLS3 AS: GTGAAATTTGTGATGCTATTGC.
» Screening en la linea WASP-KO y en WASP-wit.

*  WASP S1.1 S: GAAGGTGAGGCTGCAAACAG.

* WASP S1.2 S: GCAGGGCTGTGATAACTCTC.

* WASP S1 AS: CCATAGTTTGTGGTGCTGATC.

% Oligonucleétidos para determinacion de titulo viral.

> Titulo AAV.
* ITRS: GGAACCCCTAGTGATGGAGTT.
* ITRAS: CGGCCTCAGTGAGCGA.
> Titulo LV.
* LV-OCT-4 S: ACTTGAAAGCGAAAGGGAAAC.
* LV-OCT-4 AS: CACCCATCTCTCTCCTTCTAGCC.

% Oligonucleétidos para la construccion de CRISPR/Cas?9.

> Pareja1.
* CRISPR-WASP1 S: CACCGAGGTATGTGGATGGACGAGC.
* CRISPR-WASP1 AS: AAACGCTCGTCCATCCACATACCTC.
> Pareja 2.
* CRISPR-WASP2 S: CACCGTGGATGGATTGGCGGTAGA.
* CRISPR-WASP2 AS: AAACTCTACCGCCAATCCATCCAC.

1.5 Reactivos

Ampicilina: en forma de sal sédica (CALCIOCHEM). Se utilizé en todos los cultivos a

una concentracién de 100 ug/mL.

Azul de tripan (Trypan Blue): colorante azoico que se utiliza para ensayos de
viabilidad, ya que permiten diferenciar células vivas de células muertas, debido a que

estas ultimas permiten el paso del colorante a través de la membrana.

Blasticidina S: antibidtico utilizado como marcador de seleccion, aislado de
Streptomyces griseochromogenes. Solucion 10 mg/mL (InvivoGen).
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Cre recombinasa: Se utilizaron dos, una comercial Cre recombinase (Clontech), y

otra, una proteina de fusion (His-TAT-NLS-Cre) producida en el laboratorio.

Determinacion colorimétrica de proteinas: RC DC™ Protein Assay (compatible con

agentes reductores y detergentes. Bio-Rad). Basado en el método de Lowry.

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium con glucosa alta (4.5 g/L) y sin glutamina
(LONZA).

DNA Polimerasas para PCR: Se utilizaron dos enzimas. Por un lado la Phusion Hot
Start High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Y por otro lado, la i-StarTag™
Hot Start DNA Polymerase (iNtRon Biotechnology).

Geneticina: aminoglicésido aislado de Micromonospora rhodorangea (Gibco).

GlutaMAX I: 100X (Gibco). Se utiliza de manera alternativa a la L-glutamina ya que, a
diferencia de esta, no se descompone espontaneamente para formar amoniaco, sino
que las células escinden el enlace dipéptido para liberar L-glutamina, segun sea
necesario. Este sistema mantiene un suministro fresco de L-glutamina durante el

cultivo a largo plazo. La concentracién final en cultivos es de 2 mM.

Kanamicina: en forma de sulfato de kanamicina, aislada de Streptomyces
kanamyceticus (CALBIOCHEM). Se utilizé en los cultivos a una concentracion de 30

ug/mL.

Kit de fijacion y permeabilizaciéon celular para citometria: FIX & PERM, Cell
permeabilization kit (An Der Grub Bio Research GMBH).

Kit de ligacion: Rapid DNA Dephos & Ligation kit (Roche).

Marcador de peso molecular: GeneRuler 1Kb Plus, cuyo rango de pesos es 75 a
20.000 bp (Thermo Scientific).

Meganucleasa: CompoZr® Targeted Integration Kit - AAVS1 (Sigma-Aldrich).
Midipreps: PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit, (Invitrogen)

Mutagénesis dirigida: QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent

Technologies).

Nucleofeccion: Se utilizaron dos kits, Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza) y
Amaxa® NHDF Nucleofector® Kit (Lonza).

Penicilina-Estreptomicina 10.000 U/mL (Gibco). Concentracién final en cultivos,
100U/mL — 100 pg/mL.

Piruvato de sodio: 100 mM (Gibco). La concentracién final en cultivos es de 1 mM.
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Purificacion DNA/RNA viral: PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen).
Purificacion en gel: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Puromicina: utilizado como antibidético de seleccion en forma de dihidrocloruro de

puromicina obtenida a partir de Streptomyces alboniger (Sigma-Aldrich).

Revelado de peliculas fotograficas mediante quimioluminiscencia: Pierce ECL

Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).

Fosfatasa alcalina de camarones: SAP (Thermo Scientific).
TALENSs: LIC TAL Effector Assembly Kit (Addgene. Cat#1000000023).
Transcriptasa reversa: iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad).

Transfeccién mediante fosfato de calcio: CalPhos™ Mammalian Transfection Kit
(Clontech).

Transfeccion mediante liposomas cationicos: Se utilizaron dos kits de transfeccion,
Lipofectamine®2000 (Life Technologies) y TransIT-X2™ Dynamic Delivery System
(Mirus Bio LLC).

Anticuerpos para western blot:

* Anticuerpo primario monoclonal anti-polyHistidina (a-polyHistidina), producido en
raton (Monoclonal Anti-polyHistidine, Clone HIS-1 produced in mouse. H1029,
SIGMA-ALDRICH).

* Anticuerpo secundario anti-lgG de ratén Fab especifico (a-IgG de ratén), marcado
con peroxidasa de rabano, producido en cabra (Anti-Mouse IgG (Fab specific)-
Peroxidase produced in goat. A2304, SIGMA-ALDRICH),

* Anticuerpo primario policlonal anti-WASPK374 (a-WASPK374), producido en
conejo. Generosa donacion del Dr. Raif S. Geha (Servicio de Inmunologia,
Children’s Hospital. Boston, USA).

* Anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (a-IlgG de conejo), marcado con
peroxidasa de rabano, producido en burro (Rabbit IgG, HRP-linked whole AB from
donkey. 25800685. Amersham).

Anticuerpo para citometria de flujo:

* Anticuerpo anti-CD45-PE-Cy7 (a-CD45-PE-Cy7. PE-Cy7 conjugated mouse anti-
human CD45. BD Pharmingen™).
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 Anticuerpo anti-WASP-APC (a-WASP-APC) generado por el Dr. Miguel Angel de la

Fuente en el Servicio de Inmunologia, Children’s Hospital. Boston, USA.

2. METODOS.
2.1 TECNICAS BASICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

2.1.1 Transformacion bacteriana.

Para realizar la transformacion bacteriana, se descongelan las bacterias Escherichia
coli (cepas DH5a, BL21 (DE3), XL1-Blue supercompetentes y XL 10 gold) termo
competentes en hielo. A 50 uL de la solucidén bacteriana descongelada, se le afiaden
50 ng de plasmido o 2 ulL del producto de ligacion (10-30 ng). Segun la cepa
bacteriana que estemos utilizando, se deja la mezcla en hielo entre 5 — 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se somete a un choque térmico, el cual también depende de
la cepa bacteriana. Al término de esta secciéon se detallan las condiciones de
incubacion en hielo y de choque térmico para cada una de las cepas Escherichia coli
empleadas. Luego se incubd la muestra otros 2 minutos en hielo, tras lo cual se afiade
1 mL de LB liquido y se incubé 1 hora a 37°C en agitacion. Posteriormente, se
centrifugd la muestra 2 minutos a 12.000 rpm y se retiraron 900 uL del sobrenadante.
Se resuspendid el pellet bacteriano, que se sembré en placa de LB agar con el
antibiético de seleccion correspondiente al plasmido transformado. Las placas se

incuban durante toda la noche a 37°C.
DH5a:: Incubacién de 20 minutos en hielo; choque térmico de 55 segundos a 43°C.
BL21: Incubacion de 5 minutos en hielo; choque térmico 45 segundos a 42°C.

XL1-Blue supercompetentes: Incubacién de 30 minutos en hielo; choque térmico 45

segundos a 42°C.

XL10 gold: Incubacién de 30 minutos en hielo; choque térmico 30 segundos a 42°C.
Previo a la transformacion, a estas bacterias se les afiaden 2 uL de f-mercaptoetanol

y se dejan durante 10 minutos en hielo, para aumentar la eficiencia de transfeccion.

2.1.2 Purificacion de plasmidos a pequena escala (minipreps).

Tomandose colonias aisladas de una placa de LB agar en presencia del antibiético de
seleccion correspondiente, se cultivaron en 2 mL de medio LB liquido en presencia del

mismo antibidtico durante toda la noche a 37°C en agitacion. El pellet bacteriano,
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obtenido mediante centrifugacién del cultivo, se resuspendié en 100 yL de tampén de
resuspension (50 mM Tris / 10 mM EDTA / RNAsa 50 ug/mL / pH=8.0). Luego, se
anadieron 100 pyL de tampén de lisis (0,1 M NaOH / 1% SDS), se mezclaron las
soluciones por inversion y se incubo 4 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, se afiadieron 100 pL de tampdn neutralizador (1,5 M de acetato potasico /
pH=5,5), se mezclé nuevamente por inversion y se centrifugd 5 minutos a 15.000 rpm.
Se recogio el sobrenadante y se afiadieron 900 pL de etanol absoluto (100%) frio para
precipitar el DNA plasmidico. Se invirtieron los viales para mezclar las soluciones y se
incubaron durante 10 minutos a -20°C. Finalmente, se centrifugaron las muestras a
15.000 rpm durante 10 minutos, tras lo cual se retiré el sobrenadante y se lavo el pellet
con 700 pL de etanol al 70%. Las muestras se centrifugaron una vez mas a 15.000
rom durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se dej6é secar al aire el pellet
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspendié el DNA
plasmidico en 50 pyL de TE 1X y se utilizé el espectrofotometro de microvolimenes

NanoDrop (Thermo Fisher) para su cuantificacion.

2.1.3 Purificacion de plasmidos a mediana escala (midipreps).

La extraccién de plasmidos a mediana escala se realizé utilizando el kit comercial
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen). El principio de este kit se
basa en la lisis alcalina de las bacterias, seguido por la absorcién del DNA a una
membrana de silica presente en una columna que separa el DNA de resto de la

muestra.

Las células procedentes de 100 mL de cultivo se resuspendieron en 4 mL de tampdn
R3 (tampdn de resuspension). A continuacién se afadieron 4 mL de tampén L7
(tampdn de lisis), se mezclaron las soluciones mediante inversion y se incubd 5
minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron luego, 4 mL del tampén N3 (tampén
neutralizador), tras lo cual se invirti6 nuevamente para mezclar las soluciones e,
inmediatamente, se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se afiadio el
sobrenadante a una columna de silica previamente equilibrada con 10 mL de tampoén
EQ1 (tampdn equilibrador). Una vez que todo el liquido ha atravesado la membrana, la
columna se lavé con 10 mL de tampon W8 (tampdn de lavado). EI DNA se eluyod,
finalmente, con 5 mL de tampén E4 (tampdn de elucidn), se precipité afadiendo 3,5
mL de isopropanol, y se centrifugéd 30 min a 9500 rpm. El precipitado asi obtenido se
lavéd con etanol al 70%, y se volvié a centrifugar para eliminar los restos del alcohol.

Finalmente, se resuspendio el DNA en TE, se cuantificé y almacené a -20°C.
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2.1.4 Ligacion.

Para realizar una ligacion, preparamos primero los DNAs (vector e inserto/s)
purificados. La relacion molar del DNA vector con respecto al DNA del inserto fue de
1:3.

Para llevar a cabo la reaccion de ligacion, primero debemos disolver el DNA del vector
y el DNA del inserto en el tampén de dilucion (5X DNA dilution buffer). Esto se lleva a
cabo en un volumen final de 10 ulL, el que se ajusta utilizando H,O ultrapura. A
continuacion, se afiaden 10 uL del tampdn de ligacién (2X T4 DNA ligation buffer), y se
mezcla. Para finalizar, se afade 1 uL de la enzima ligasa (T4 DNA ligase) y se incuba
durante 5 minutos a temperatura ambiente. En el caso de que el volumen de la
primera parte de la reaccién supere los 10 ulL, los siguientes volumenes deben ser

también ajustados, y el tiempo de reaccion sera de 20 minutos.

La reaccion de ligacion se utiliza inmediatamente para transformar bacterias

competentes, o bien, se almacena a -20°C.

2.1.5 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion se realiz6 siempre en un volumen final de 50 ulL. Se utilizaron las
siguientes concentraciones finales para cada reactivo: 1X de tampén de reaccién (7.5
mM CI;Mg), 200 uM de dNTPs, 400 pM de cada uno de los primers (sense y
antisense) y 0,75 U de enzima DNA polimerasa. La cantidad de DNA utilizada en las
diferentes reacciones realizadas varié entre 50 y 150 ng. Las condiciones utilizadas,
variaron segun reaccién, y se comentaran en la seccion correspondiente. El

termociclador utilizado fue el MyCycler™ Thermal Cycler de Bio-Rad.

2.1.6 Extraccion de DNA a partir de un cultivo celular.

Se recogen las células en cultivo (en caso de ser un cultivo adherentes, estas deben
tripsinizarse previamente), se centrifuga para eliminar el sobrenadante y se anade el
tampén de lisis (50 mM Tris-HCI. pH 8 / 100 mM NaCl / 10 mM EDTA / 0,5% SDS /
300 ug/mL proteinasa K), tras lo cual se incuba a 56°C durante 1 hora. Transcurrido
este tiempo, se afiaden 600 uL de etanol absoluto, un 10% del volumen inicial de NaCl
5 My 2 uL de glicégeno (20 mg/mL), y se incuba durante 20 minutos a -20°C, para

precipitar el DNA. Una vez cumplido este tiempo, el DNA ha precipitado por lo que se
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centrifuga a 12.000 rpm por otros 20 minutos. Se retira completamente el
sobrenadante y se afaden 600 uL de etanol 70° y se centrifuga nuevamente, durante
10 minutos. Se retira una vez mas el sobrenadante, y se deja secar el pellet un par de
minutos al aire. Finalmente se resuspende en tampon TE que contiene RNAs a 50

ug/mL.

2.1.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Diferentes alicuotas de proteinas fueron desnaturalizadas, hirviéndolas a 95°C durante
5 minutos en presencia del tampén de carga reductor Laemmli (50 mM Tris-HCI. pH=
6,8 / 2% SDS / 10% glicerol / 1% azul de bromofenol / 25 mM ditiotreitol).
Posteriormente, fueron cargadas en un gel de poliacrilamida, en paralelo con el
marcador de peso molecular. La electroforesis se realizé utilizando un tampoén Tris-
Glicina (2,5 mM Tris / 19,2 mM de Glicina / 0,01% de SDS / pH=8,3), durante 15
minutos a 50 V, y luego por, aproximadamente, 60 minutos a 150 V. Una vez acabada
la electroforesis, cuando el frente de azul de bromofenol alcanzé la parte inferior del
gel, los geles fueron, o bien tefiidos con azul de Coomassie, o bien utilizados para

realizar un Western Blot.

2.1.8 Tincion de geles de poliacrilamida con azul de

Coomassie.

Los geles a teir, fueron sumergidos en el colorante azul de Coomassie durante 10
minutos y, luego, decolorados con solucion decolorante (20% de metanol / 10% de
acido aceético / 70% de agua), durante el tiempo necesario hasta que las bandas
correspondientes a las proteinas fueran observadas claramente y sin interferencias de

colorante.

2.1.9 Western Blot.

Los geles a utilizarse para WB, fueron sometidos en primera instancia a una
transferencia. La misma se realizé sobre una membrana de PVDF previamente tratada
con metanol. La transferencia fue realizada por 60 minutos a 110V. Al finalizar la
misma, la membrana fue bloqueada con solucién de bloqueo TTBS (20 MM Tris base /
150 mM NaCl / 0,1% Tween20 / pH=7,6) con 5% de leche en polvo y 5% de BSA

durante toda la noche a 4°C.
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Al dia siguiente se realizé un breve lavado con TTBS, tras lo cual se afiadio el
anticuerpo primario en solucién de bloqueo diluida diez veces en TTBS, durante 60
minutos. El anticuerpo secundario marcado con peroxidasa también se utiliz6 en
soluciéon de bloqueo diluida diez veces, durante 30 minutos. Tras la incubacidén con
cada uno de los anticuerpos, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno, con
TTBS.

Por dltimo, se realizdé la deteccion mediante quimioluminiscencia, para lo cual la
membrana fue sumergida en una solucion conformada por iguales volumenes de las
soluciones de luminol y peroxidasa que componen el kit de revelado. Esto se incubd a
temperatura ambiente durante 1 minuto, tras lo cual se quitd el excedente liquido y se
procedié a revelar la membrana. La pelicula fotografica y la membrana, fueron
enfrentadas a diferentes tiempos hasta encontrar aquel en que se apreciaron mejor las

proteinas en estudio.

2.2 Generacion de proteinas de fusion. Cre recombinasa y
ScRad52.

Los cDNAs codificantes para las proteinas Cre recombinasa y ScRad52 se
subclonaron en un plasmido, in frame con un casete aminoterminal compuesto por las

regiones His-tag, Taty NLS (sentido 5" — 37).

*» His-Tag: esta secuencia codifica para seis residuos de histidinas que estaran
presentes en la proteina de fusion. La presencia de esta cola de histidinas permite que
la proteina pueda ser reconocida por un anticuerpo y, principalmente permite su
posterior purificacion mediante cromatografia de afinidad, utilizando resinas de niquel.
El niquel se une a la cola de histidinas, lo que permite la separacién de la proteina de

interés del resto de las proteinas.

* Tat: Esta secuencia que codifica 11 aminoacidos proviene de la proteina viral del
virus de la inmunodeficiencia humana VIH. El nombre de esta proteina es derivado de
Trans-Activator of Transcription (transactivador de la transcripcién genética). Tat esta
compuesta por un numero de aminoacidos que oscila entre 86 y 101, dependiendo del
subtipo de cada molécula. En 1988 Green y Frankel descubrieron, de manera
independiente, que la proteina Tat del VIH es capaz de atravesar las membranas de
las células eucariotas y localizarse en el nucleo, donde incrementa la transcripcién de
la cadena genética del VIH. En 1994, se demostro la existencia de un dominio de 36

aminoacidos en Tat capaz de conferir a otras proteinas la habilidad de atravesar las
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membranas celulares cuando se entrelazaba quimicamente a ellas (Fawell et al.,
1994). Eguchi describié que la secuencia peptidica responsable de la penetracién a
través de la membrana contiene un dominio PTD (del inglés Protein Transduction
Domain, en espafiol dominio de transduccién proteica) rico en aminoacidos basicos
(argininas y lisinas), los cuales estan involucrados en el contacto con las cargas
negativas de los lipidos de la membrana, desestabilizacion de la bicapa lipidica y
penetracion celular (Eguchi et al., 2001). En nuestro caso, el péptido utilizado es de 11
aminoacidos, que se ha demostrado suficiente para permitir la internalizacion de las

proteinas.

* NLS (del inglés Nuclear Localization Signal, en espafiol Sefal de localizacion
nuclear) es una secuencia de aminoacidos que marcan una proteina para su
importacién al nucleo celular. Tipicamente, esta sefial se compone de una o mas
secuencias cortas de lisinas o argininas cargadas positivamente, expuestas en la

superficie de la proteina. Diferentes proteinas pueden compartir la misma NLS.

A continuacién se detalla el procedimiento empleado para la generacion de las
construcciones plasmidicas realizadas y la obtencion de cada una de las proteinas

recombinantes.

2.2.1 Disefo y construccion de un plasmido de expresidn
bacteriana para la proteina recombinante Cre

recombinasa.

Para obtener esta proteina de fusion se utilizd, en primera instancia, el plasmido
comercial pTriEx-HTNC. A partir de éste, se realizé una digestién con las enzimas de
restriccion Ncol y Xhol, durante 1 hora a 37°C, para liberar el fragmento que contiene
el cDNA de Cre. Posteriormente, la muestra fue sometida a una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, donde se esperaba obtener dos bandas de 5,6 kb y 1,1 kb. La
banda de interés es la de menor tamafo, que es la que contiene la secuencia
correspondiente a His-tag, TAT, NLS y Cre, que al ser observada en el gel, fue cortada

y purificada con columnas.

En paralelo, se realiz6 la digestién del vector de expresion bacteriana pET15b con las
mismas enzimas (Ncol y Xhol). Con esto se logra linearizar el vector, perdiéndose

unas 65 bp correspondientes a His-tag que también se encuentra en este vector.

El fragmento asi obtenido, Ncol-His-TAT-NLS-ScRad52-Xhol fue clonado en el vector

definitivo, el pET15b con el cual se transformaron bacterias BL21 deficientes en

73



MATERIALES Y METODOS.

proteasas con las cuales se realizé posteriormente la induccion mediante IPTG de la

expresién proteica.

2.2.2 Disefno y construccion de un plasmido de expresion

bacteriana para la proteina recombinante ScRad52.

El gen ScRad52 se amplific6 mediante PCR del DNA gendémico de Sascharomyces
cerevisiae. Esta se llevé a cabo utilizando los primers ScRad52 S y ScRad52 AS y la
enzima Phusion Hot Start, con las siguientes condiciones de reaccion: 1 ciclo de 1
minuto a 98°C; 35 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20 segundos a 59°C y 75 segundos

a 72°C]; y, en ultima instancia, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

Una vez finalizada la reaccion, la muestra fue sometida a una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. A partir del gel se obtuvo una banda de 1,5 kb, la cual fue cortada y
purificada mediante columna, y luego digerida con Hindlll y Xhol durante 1 hora a
37°C. Al cumplirse el tiempo, la muestra fue nuevamente purificada mediante columna

y luego, cuantificada en NanoDrop.

Este fragmento Hindlll-ScRad52-Xhol fue subclonado en el vector intermedio pTriEx-
HTNC, inmediatamente a continuacién de la secuencia His-TAT-NLS. Una vez
obtenido este nuevo vector con nuestro inserto, mediante digestion con Ncol y Xhol,
obtenemos el fragmento que hemos de introducir en el plasmido final. Este fragmento,
Ncol-His-TAT-NLS-ScRad52-Xhol fue finalmente clonado en el vector de expresion
bacteriana pET15b y con el cual se transformaron bacterias BL21 deficientes en
proteasas con las cuales se realizé6 posteriormente, tal como se hizo para Cre

recombinasa, la induccién mediante IPTG de la expresion proteica.

2.2.3 Expresion y purificacion de Cre recombinasa y
ScRad52.

Como no se conocian las condiciones apropiadas para expresar e inducir cada una de
estas proteinas, se realizaron en principio una serie de experimentos para ajustar las

condiciones ideales tanto para Cre recombinasa, como para ScRad52.

En primer lugar, para ambas se ha utilizado medio LB liquido con ampicilina, en el cual
se inocularon las cepas de bacterias BL21 transformadas con los plasmidos
correspondientes a ScRad52 y Cre recombinasa, respectivamente. Estos cultivos se

incubaron durante 16 horas a 37°C.
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Al dia siguiente, se realizaron varias diluciones 1:20 de ambas cepas de bacterias

transformadas, incubandose por 2 horas mas a 37°C.

Una vez transcurrido este tiempo se procedi6 a afadir IPTG (isopropil-pB-D-1-
tiogalactopirandsido) para inducir la expresion de la proteina. El IPTG se utilizé a 1
mM, como concentracién final, el tiempo de induccion fue de 3 horas y la temperatura
de incubacion de 37°C. Todo esto se realiz6 frente a la condicidn control en la cual no

se afadio IPTG, pero donde se mantuvieron todas las condiciones restantes.
Posteriormente, las células fueron recogidas por centrifugacién, y congeladas a -80°C.

A continuacion se realizé el fraccionamiento proteico, para separar las proteinas que
se encuentran en la parte soluble e insoluble. El pellet asi obtenido fue posteriormente
tratado mediante lisis quimica con tampdn B-PER (4 mL/g de pellet) y complementado
con DNAsa: 20 U/g de pellet, lisozima: 400 pL/g de pellet, inhibidor de proteasas: 24
uL/g de pellet. El pellet de resuspendié en esta mezcla, y se dejo durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a
11.000 rpm y 4°C. Las proteinas solubles se encuentran en el sobrenadante, y las

insolubles en el pellet.

Una vez obtenido el sobrenadante, se procedié a purificar las proteinas, utilizando
bolas de Ni-Sefarosa. Para ello, se tomaron 1,4 mL de la suspension de bolas en 20%
de etanol, por litro de cultivo inducido. Ese volumen de suspensién se lavo
previamente con 3 porciones de 700 yL de agua milliQ y otras 3 veces con 700 yL de
tampén de union (20 mM Tris-HCI. pH=7,9 / 500 mM NaCl / 5 mM Imidazol). Una vez
realizados los lavados, se afiadio el lisado obtenido de centrifugar las muestras ya
fraccionadas, es decir, las proteinas solubles. Esto se dej6é en agitaciéon a 4°C durante
1 hora, tras lo cual, se centrifugd y lavé dos veces con 1 mL del mismo tampén de
unién utilizado anteriormente. Luego otros cuatro lavados con 1 mL de tampodn de
lavado, de igual composicidén que el tampdén de unidn, variando uUnicamente la

concentracién de imidazol, que fue de 50 mM para ScRad52 y de 100 mM para Cre.

Finalmente, las proteinas fueron eluidas en tres porciones de 1 mL cada una, con
tampén de elucion (20 mM Tris-HCI. pH=7,9 / 500 mM NaCl / 500 mM Imidazol),
permitiendo que éste actuara durante 15 minutos antes de recoger cada fraccién
eluida. Todas las fracciones fueron recogidas en un mismo tubo, y posteriormente
pasadas por columnas PD-10 para intercambiar el tampdn de elucidén por un tampén
de glicerol (50% glicerol / 500 mM NaCl / 20 mM HEPES).

Por ultimo, ambas proteinas fueron concentradas mediante la utilizacion de columnas

Amicon® Ultra, segun indicaciones del fabricante. Estas columnas retienen proteinas
75



MATERIALES Y METODOS.

mayores a 10 kDa. Una vez realizado esto, se midié la concentracion de ambas
proteinas mediante método colorimétrico utilizando el kit RC DC protein assay. La

pureza fue, ademas, estimada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

2.2.4 SDS-PAGE y Western Blot.

Ambas proteinas fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida, segun se
detall6 en esta seccion en el apartado 2.1.7. Para ello, se han utilizado geles al 8% de
acrilamida para Cre recombinasa, y al 10% de acrilamida para ScRad52. Con ambas

proteinas se ha realizado tanto tinciéon con azul de Coomassie como western blot.

Para ambas proteinas hemos utilizado un anticuerpo primario monoclonal de ratén a-
polyHistidine, a una diluciéon 1:2000 durante 60 minutos. El anticuerpo secundario
utilizado fue un a-lgG de ratdn marcado con peroxidasa de rabano, a una dilucién
1:5000 durante 30 minutos.

La pelicula fotografica y la membrana fueron enfrentadas a diferentes tiempos,

encontrandose que para estas proteinas el tiempo éptimo fue de 30 segundos.

2.3 Linea celular reportera HCT116-RCL.
2.3.1 Diseno y construccion de un vector reportero MCS-A3-

EGFPtrunc-vector.

Para la construccion del vector necesario para crear la célula reportera se amplificaron
por PCR tres fragmentos génicos, utilizando en todos los casos la enzima Phusion Hot
Start High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). Al finalizar cada una de las
PCRs, las muestras fueron sometidas a una electroforesis en gel de agarosa al 1%,

tras lo cual, las bandas obtenidas se cortaron y purificaron en columnas.

1. Tomando como DNA molde el plasmido comercial de Addgene pAAV-CAGGS-
EGFP, 22.212, se ha realizado la primera PCR para la obtencion del brazo 1
(Arm1, 1.9 kb), que contiene una secuencia homodloga al sitio AAVS1 seguida de
un casete de resistencia a puromicina. Este casete esta formado por la secuencia
SA-2A-Puro-PolyA, donde, SA es un aceptor de empalme (splice acceptor) que se
incluye debido a que el sitio AAVS1 esta en un intrén y 2A es un péptido cuya
secuencia interrumpe el enlace peptidico normal lo que lleva a saltarse el ribosoma
1. Esta secuencia se encuentra en el extreme 5° del gen con el fin de garantizar

que se produce una proteina independiente. Luego, se encuentra el gen de
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resistencia a puromicina y, finalmente, un polyA que protege el mRNA de la
degradacidén, necesario para la terminacion de la transcripcion y para la
exportacion del mRNA desde el nucleo. La puromicina fue utilizada como
antibidtico de seleccién para aquellas células que incorporaron el inserto. Esta
PCR se ha llevado a cabo utilizando la pareja de primers RCL A1 S y RCL A1 AS.
Las condiciones utilizadas para esta reaccion fueron: 1 ciclo de 1 minuto a 98° C;
40 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20 segundos a 62°C y 90 segundos a 72°C]; vy,

finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

2. La siguiente PCR se realizdé para obtener el brazo 2 (Arm2, 1.3 kb), esta utiliza
como DNA molde el plasmido comercial pEGFP-C1. A partir de este se ha
obtenido un fragmento de EGFP, el cual carece de los ultimos 73 bp en el extremo
3. Los primers que se utilizaron en este caso fueron el RCL A2 Sy el RCL A2 AS,
y las condiciones: 1 ciclo de 1 minuto a 98°C; 40 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20
segundos a 60°C y 90 segundos a 72°C]; y, por ultimo, 1 ciclo de 5 minutos a
72°C.

3. Por ultimo, para obtener el brazo 3 (Arm3, 1.3 kb) cuya secuencia sera homodloga a
la que existe en el sitios AAVS1, en el intron 1 del cromosoma 19, se utiliz6 como
molde el DNA gendémico de células HCT-116. Los primers utilizados en esta
reaccion fueron el RCL A3 S y el RCL A3 AS, bajo las siguientes condiciones: 1
ciclo de 1 minuto a 98°C; 40 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20 segundos a 62°C y

90 segundos a 72°C]; vy, en ultima instancia, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

Una vez finalizada cada una de las PCRs precedentes, éstas se corrieron en gel de
agarosa al 1%, tras lo cual se cortaron y purificaron las bandas correspondientes a
cada uno de los brazos. Una vez realizado esto, las muestras fueron sometidas a
digestibn con las enzimas de restriccidon correspondientes, cuyos sitios fueron
incluidos en los primers, y generar asi fragmentos de extremos adhesivos para su
posterior ligacién. El brazo 1 ha sido digerido con Notl/Sall, el brazo 2 con Sall/EcoRI y
el brazo 3 con EcoRI/Notl. Las digestiones se llevaron a cabo a 37°C durante una
hora, tras lo cual han sido purificadas nuevamente con columnas, y cuantificadas
mediante NanoDrop. Los fragmentos asi obtenidos fueron, posteriormente, insertados
en el vector de clonacion pAAV-MCS (4.6 kb), el cual fue previamente digerido con
Notl y desfosforilado con SAP para evitar su posterior autoligacién. La digestion del
vector pAAV-MCS con Notl da lugar a un fragmento de 2.9 kb que contiene en ambos

extremos las secuencias ITRs.
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Los tres fragmentos (Arm1, Arm2 y Arm3) fueron ligados utilizando el kit de ligacion vy,
posteriormente, se transformaron bacterias XL-10 gold, sembrandose en placas de LB

agar con ampicilina, e incubando durante 16 horas a 37°C.

Transcurrido este tiempo se tomaron algunas de las colonias resistentes a ampicilina
las cuales se sembraron en LB liquido con ampicilina en agitacion a 37°C y 250 rpm
durante 16-20 horas. Pasado el tiempo de incubacién se realizaron minipreps de las
muestras y, posteriormente, las digestiones de comprobacion con Notl, Notl/Sall,
Sall/EcoRl y Notl/EcoRI.

Una vez obtenida una colonia positiva para la incorporacion del constructo correcto, se

realizo el correspondiente midiprep.

El vector asi obtenido, se ha denominado MCS-A3-EGFPtrunc-vector.

2.3.2 Diseno y construccion de un vector donante MCS-A5-
EGFP-donor.

El vector donante, con el que se produjeron viriones rAAV, se realizé siguiendo una
estrategia similar a la del vector reportero. Las PCRs realizadas en este caso fueron

las siguientes.

1. La PCR para obtener el brazo 1 (Arm1, 1 kb), se realizé utilizando como DNA
molde el plasmido comercial pEGFP-N1, a partir del cual se obtuvo un fragmento
de EGFP en el cual se han eliminado los primeros 38 bp en el extremo 5" y, por
tanto, es incapaz de expresar la proteina fluorescente. Los primers que se
utilizaron en este caso fueron el RCL B1 S y el RCL B1 AS, y las condiciones
utilizadas: 1 ciclo de 1 minuto a 98°C; 40 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20
segundos a 62°C y 90 segundos a 72°C]; y, finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a 72°
C.

2. El brazo de homologia 2 (Arm2, 1.6 kb), en cambio, se obtuvo mediante digestion
del plasmido pBS-Blasticidin con las enzimas Sall/EcoRI, durante 1 hora a 37°C.
Este plasmido contiene un casete de resistencia a blasticidina, el cual fue utilizado

como antibidtico de seleccién para aquellas células que incorporaron el rAAV.

3. El brazo de homologia 3 (Arm3, 1.9 kb), es el mismo Arm3 utilizado en la

construccion del vector MCS-A3-EGFPtrunc-vector.

Una vez finalizada la PCR del brazo 1, esta fue sometida a una electroforesis en gel

de agarosa al 1%. La banda obtenida se cort6 y purificé y por ultimo, fue digerida con
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PspOMI/Sall durante 60 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se purificd

nuevamente y luego se cuantificé utilizando el NanoDrop.

Tras la digestion del pBS-Blasticidin, la banda de 1.6 kb también se aislo del gel y

luego se purificd y cuantifico.

De la misma manera que anteriormente, estos dos fragmentos se ligaron, junto con el
brazo 3 obtenido anteriormente, al vector pAAV-MCS digerido con Notl y
desfosforilado con SAP. Una vez que las colonias bacterianas han crecido en LB agar
con ampicilina y que se han realizado los minipreps, se llevaron a cabo las digestiones
de comprobacion. Tras comprobar que la ligacidon fue correcta, se realizaron los

midipreps.

El vector obtenido aqui, es el MCS-A5-EGFP-donor.

2.3.3 Generacion de una linea celular reportera.

En primera instancia, se eligieron como linea reportera las células HCT-116, ya que es
conocido que en esta linea la recombinacién homologa es mayor que en otras lineas
celulares. Esto, probablemente, se deba a que estas células tienen una mutacién con
pérdida de funcién en el gen MLH1, por lo tanto, la proteina codificada por este gen,
que interviene en el sistema de reparacién de desemparejamientos (mismatch repair
system) no es expresada e, indirectamente, se ve aumentada la RH como mecanismo

de reparacion celular (Davis et al., 1998).

En paralelo, también realizamos la construccion de una linea celular reportera en
células U20S. Sin embargo, todos los experimentos que aqui se describen, se

realizaron en la linea reportera generada en células HCT116.

En estas lineas debiamos de introducir el DNA exdgeno que codifica para la EGFP
truncada en el C-terminal (extremo 37). Para dirigir la introduccion de esta secuencia
de manera especifica, se han utilizado 2 mRNAs de ZFNs comerciales que reconocen

especificamente la secuencia AAVS1 en el intrén 1, del cromosoma 19:
5" - ACCCCACAGTGG ggccac TAGGGACAGGAT - 3.

Los primeros 12 bp corresponden al dominio de unién de la ZFN 5° (o ZFN izquierda),
mientras que los ultimos 12 bp corresponden al dominio de uniéon de la ZFN 3" (o ZFN
derecha). Las 6 bp intermedias corresponden al espacio entre los dos sitios de
reconocimiento de las ZFNs, sobre el cual los dominios Fokl han de dimerizar y

escindir asi el DNA, produciendo el corte de la doble hebra.
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En 1,5x10° células HCT-116 en D-MEM completo se realizd una nucleofeccion
mediante la utilizacion del Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V, siguiendo
instrucciones del fabricante, y utilizando 10 pg del vector reportero, obtenido
anteriormente, junto con un tubo de 10 yL de ZFN mRNA-AAVS1 (0.6 pg/uL),
perteneciente al kit CompoZr® Targeted Integration Kit - AAVS1.

Después de 48 horas, se tripsinizaron las células y se distribuyeron en dos placas de
96 pocillos, para realizar la seleccion clonal. En ambas placas se afiadié, como

antibidtico de seleccién, puromicina a una concentraciéon de 1 ug/mL.

Aproximadamente 10 dias después de haber distribuido las células en las placas de
96, crecieron clonas de un tamafio suficiente como para realizar el screening por PCR.
Para ello, se extrajo el DNA de todas las clonas que alcanzaron un tamafo suficiente,
segun se explicé en el apartado 2.1.6 de esta misma seccién. Las PCRs se llevaron a
cabo utilizando los primers: RCLS1 S y RCLS1 AS, para comprobar la insercion del
brazo 1, y RCLS2 S y RCLS2 AS, para el brazo 3.

En la PCR de comprobacion de la insercion del brazo 1, se utilizé la DNA polimerasa i-
Star, con las siguientes condiciones de reaccion: 1 ciclo de 2 minutos a 95°C; 40 ciclos
de [20 segundos a 95°C, 20 segundos a 58°C y 80 segundos a 72°C]; y, por ultimo, 1

ciclo de 5 minutos a 72°C.

En la PCR de comprobacion de la insercién del brazo 3, en cambio, se ha utilizado la
enzima Phusion Hot Start con su tampén GC, y las condiciones fueron: 1 ciclo de 1
minuto a 98°C; 40 ciclos de [15 segundos a 98°C, 20 segundos a 51°C y 105

segundos a 72°C]; y, finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

Estas reacciones fueron, luego, sometidas a una electroforesis en gel de agarosa al
1%.

Una vez obtenidos los resultados de ambas reacciones de PCR, se eligieron 12 clonas
que incorporaron correctamente el inserto con la EGFP mutada, obtenidas por dilucion
limite, sobre las cuales se comprobaria posteriormente la eficacia de la linea celular

frente al virus donante.

2.3.4 Obtencion del virus adenoasociado AAV-A5-EGFP-

donor.
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En frascos de cultivo de 75 cm? se cultivaron células AAV293 en medio DMEM
completo con antibiético a 37°C y 5% de CO-, hasta que las células alcanzaron una

confluencia de, aproximadamente, el 80%.

Media hora antes de realizar la transfeccién, el medio de cultivo se cambié por 12 mL
de DMEM suplementado, libre de antibidticos, y se dejé incubando en las condiciones

ya mencionadas anteriormente.

La transfeccidn se realiz6 empleando el método del fosfato de calcio de la siguiente
manera (figura 12): en un tubo estéril de 15 mL se mezclaron los plasmidos MCS-A5-
EGFP-donor, pAAV-RC y pAAV-helper, usando 9 ug de cada uno, junto con 111,6 uL
de fosfato de calcio 2M, llevando a un volumen final de 900 pyL con agua estéril
(provista por el kit). Luego, en otro tubo con 900 pL de 2xHBS, se fueron afadiendo en
el centro de la solucion, gota a gota, la mezcla que contiene los plasmidos y el fosfato
de calcio. Esta mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo, la solucién se afadi6 al cultivo de células AAV293, agitando la placa para

permitir que los complejos se distribuyeran uniformemente. Las células transfectadas
se incubaron en una atmésfera de 5% de CO2 a 37°C. Al dia siguiente, el medio se

reemplazé con DMEM fresco con antibiético y se continué con la incubacion en las

mismas condiciones descritas durante 48 horas mas.

A los 3 dias de haber realizado la transfecciéon se pasaron las células, mediante
raspado de la superficie, a tubos falcon que se centrifugaron a 4°C, 1.100 rpm y
durante 5 minutos. Este pellet fue lavado con PBS dos veces y luego resuspendido en
1.5 mL de DMEM suplementado. Las células se lisaron mediante cuatro ciclos de
congelacion/descongelacion, incubando durante 10 minutos en bafio de hielo seco con

etanol, seguido de incubacion en bano a 37°C durante otros 10 minutos.

Finalmente, la suspension se centrifugé a 12.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante asi obtenido, contiene la solucidn viral primaria, la cual se almacené a -

80°C para su posterior titulacion.
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Figura 12. Esquema de la produccién de rAAVs. Co-transfeccion de los plasmidos pAAV-MCS, pAAV-RC y pHelper y
obtencién de particulas virales recombinantes.

2.3.5 Cuantificacion del titulo adenoviral.

Antes de almacenar el rAAV obtenido a -80°C, se tomd una alicuota de 20 uL, con la
cual se realizaron diluciones seriadas (1/10 con tampén TE 1X) que se utilizaron para

calcular el titulo viral.

Los volumenes de reaccién utilizados para realizar la qPCR en LightCycler® 480
(Roche), fueron: 12.5 yL de SYBR Green | Master + 1.5 pL primer ITR S (10 uM) + 1.5
pL primer ITR AS (10 uM) + 5 yL de DNA, en un volumen total de 25 pL.

Los primers utilizados para realizar la titulacién, el ITR Sy el ITR AS (Aurnhammer et
al., 2012), permiten amplificar un fragmento de 62 pares de bases. Estos se
encuentran dentro de las regiones ITRs, lo cual hace factible la comparacién entre las
diferentes muestras y una curva patrén, realizada con el plasmido pAAV-MCS, ya que

estas ITRs, son regiones constantes en todos los AAV.
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Las condiciones utilizadas para la llevar a cabo la gPCR, son las siguientes:
desnaturalizacién, 1 ciclo de 10 minutos a 95°C; PCR: 35 ciclos de [15 segundos a
95°C, 15 segundos a 60°C, 20 segundos a 72°C]; curva de melting 1 ciclo de [1 minuto
a 65°C, 1 minuto a 35°C, 1 segundo a 65°C y 95°C continuo], y por ultimo,

enfriamiento, 1 ciclo de 30 segundos a 40°C.

Como se ha mencionado anteriormente, en paralelo a la cuantificacion del rAAV se ha
realizado un curva patrén. Conociendo el tamafio y la concentracion del plasmido
pAAV-MCS, hemos calculado el numero de copias de cada una de las diluciones de la

curva patrén. Las diluciones van desde 10° copias/uL a 10'° copias/pL.

El numero de particulas ya esta ajustado segun el numero de ITRs, ya que el plasmido
contiene 4 ITRs, mientras que el virus sélo contiene dos, por lo cual el numero

obtenido es directamente la concentracion viral en la solucion.
Todas las muestras utilizadas en la RT-PCR se analizaron por triplicado.

Una vez finalizada la reaccion, realizamos los analisis correspondientes con el
software de analisis del LightCycler® 480 (Roche) para obtener una recta patron a
partir de los valores estandar asi como los valores de titulo viral. El analisis de las
curvas de disociacion (o melting curves, en inglés) nos permiti6 comprobar la

especificidad de las reacciones de amplificacion.

2.3.6 Diseno y construccion de TALENS.

Mediante el kit de Addgene LIC TAL Effector Assembly (Schmid-Burgk et al., 2013), de
Addgene, se construyé una pareja de TALENs que reconocen una secuencia

especifica del genoma de nuestra linea celular reportera (figura 13).

Para ello primero se disefiaron las TALENSs, analizando la secuencia de interés en el
programa que se encuentra en la pagina de libre acceso de internet:
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/femboss/fuzznuc, haciendo uso del patron T-
N(51,54)-A, que nuestra pareja de TALENs debe cumplir. Una vez que el programa
proporcioné una secuencia acorde a nuestros requerimientos, introdujimos la nueva
secuencia en otro programa de libre acceso de internet:
http://www.hornunglab.de/Tassembly.html. Este ultimo nos proporciond, finalmente, la
secuencia que debiamos de utilizar segun los plasmidos 2-mer necesarios y el orden
en que debian asociarse, como asi también, el tipo de BBL2 (plasmidos de segundo
nivel) que debia de usarse para la construccion final de ambas TALENs. En nuestro

caso, la secuencia final fue:
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TGCCAGAACCTCTAAGGTTT gcttacgatggagcc AGAGAGGATCCTGGGAGGGA.

Las secuencias en mayusculas, corresponden a cada uno de los dominios de union a
DNA de cada una de las TALENs, mientras que la secuencia en minusculas
corresponde al espaciador, una secuencia que se encuentra en el genoma de la linea
celular, y que corresponde al sitio donde actua la Fokl produciendo el corte del DNA.
En ambas TALENS, el plasmido de nivel 2 sera el BB-L2-T.

A152/+63-AvrBs3-like TALEN
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Figura 13. En la figura se observa la generacion de TALENs por el método de LIC TAL Effector Assembly. A.
Arquitectura de la TALEN, que contiene un extremo N-terminal truncado, un dominio de reconocimiento invariable para
timina, seguido de un tramo de varias unidades repetidas, y un extremo C-terminal también truncado, fusionado a un
dominio de Fokl. También se observa una de las repeticiones con sus 34 aminoacidos y los residuos divariables (RDV)
en las posiciones 12 y 13. A la derecha, un modelo de una unidad de clonacién minima, que consta de dos unidades
de repeticion consecutivos. B. Libreria de plasmidos 2-mer. C, D. Tres 2-mers son ensamblados para generar un
complejo de seis repeticiones en tandem, en un plasmido de nivel 1 (BBL1) con resistencia a kanamicina. E, F.
Ensamblaje del fragmento completo de una TAL, ensamblando tres 6-mers en el plasmido de nivel 2 (BBL2), que
contiene las variaciones anteriormente mencionadas, con la Fokl en el extremo C-terminal. pCMV, promotor del
citomegalovirus; ampR, gen de resistencia bacteriana a ampicilina; NLS, sefial de localizacién nuclear; ATG, codon de
iniciacion; STOP, codon de detencion; T7, secuencia del promotor para la T7 RNA polimerasa; Xhol, Xbal y Notl son
sitios de reconocimientos para dichas enzimas de restriccion. Figura tomada y modificada de Schmid-Burgk et al.,
2013.
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Antes de comenzar la construccion del par de TALENS, disponiamos de una libreria de
plasmidos, comercializada por Addgene, que contiene todas las combinaciones
posibles de 2-MER (plasmidos que luego formaran parte del dominio modular de las
TALENSs, dos nucleétidos en el DNA diana). De esta manera, se podran reconocer
todas las posibles combinaciones de nucledtidos, por pareja. Dentro de esta libreria,
contamos también con los plasmidos BB-L1 (plasmidos de nivel 1) y BB-L2 (plasmidos
de nivel 2), los cuales se utilizaran en lo sucesivos pasos para construccion de la
pareja final de TALENSs.

El primer paso realizado, fue el de las digestiones. Para cada 2-mer se han realizado
digestiones con la enzima Mva1269l, y para linearizar los plasmidos de nivel 1 (BB-L1)
se ha hecho una digestion doble con Pstl/Kpnl, segun se indica en el protocolo. Todas
las digestiones se llevaron a cabo a 37°C, durante 1 hora. Al finalizar este tiempo,
aquellas correspondientes a los 2-mer se han puesto 5 minutos a 65°C para inactivar
la enzima, mientras que las de los BB-L1 se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, tras lo cual se han cortado las bandas de 2.7 kb para cada plasmido, y

se han purificado en columna.

El siguiente paso realizado ha sido el chew-back, que consiste en la digestion parcial
de una de las hebras de la doble cadena de DNA. Para ello, se utilizan dATP y dTTP
junto con la enzima T4 DNA polimerasa, la cual ademas de catalizar la sintesis de
DNA en sentido 5°—3°, también posee actividad 3'—5’exonucleasa. Este método
utiliza la actividad exonucleasa 3'—5" de la enzima T4 polimerasa y genera extremos
protruyentes. Para controlar el tamafio de los extremos protruyentes se afadié a la
reaccion un determinado dNTP STOP (en nuestro caso dATP o dTTP) para competir

con la actividad DNA polimerasa y asi frenar la actividad exonucleasa.

La reaccién de chew-back se realizé siguiendo las indicaciones del protocolo,

utilizando los dNTPs correspondientes segun el 2-mer y el BB-L1:
* 2-merID 1-2, 2-mer ID 3-4 y BB-L1 ID 4-3: dATP
* 2-mer D 2-3, 2-mer ID 4-1, BB-L1 ID 1-4 y BB-L1 ID 3-2: dTTP

Al finalizar la reaccién, se diluyé cada 2-MER y cada BB-L1 utilizando el tampén 2 de
New England Biolabs, y se procedio a realizar la mezcla para que se produzca la auto-
ligacion de los 3 fragmentos obtenidos a partir de los 2-MERs y el BB-L1. Para este
paso, también se siguieron las indicaciones del protocolo. Al final de la incubacion, se

transformaron 3 pL en bacterias XL-10, en placas de LB-agar con kanamicina 30

pg/mL, y se incubaron durante 16 horas a 37°C.
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Al dia siguiente se picaron las colonias obtenidas, se incubaron 16 horas a 37°C y se
realizaron los minipreps que luego se analizaron mediante digestién con Mva1269l.
Las colonias buenas fueron aquellas en las que se obtuvieron dos bandas al correr en
gel de agarosa, una de 2.7 kb y otra de alrededor de 0.7 kb (segun los 2-MERs que

intervienen en la reaccion).

En paralelo, se realiz6 la digestion de los BB-L2 utilizando la enzima Kpnl
Posteriormente se purificd la banda correspondiente al plasmido linearizado luego de

someter la muestra a una electroforesis en gel de agarosa.

De la misma manera que se ha hecho anteriormente, se realizo el chew-back de los 6-
MERs y también de los BB-L2, para luego diluirlos, ligarlos y transformarlos en XL-10,
pero a diferencia del paso anterior, esta vez se utilizaron placas de LB-agar con
ampicilina. Nuevamente se incubaron por 16 horas, y se sembraron las colonias
obtenidas en LB liquido, incubandose durante otras 16 horas para luego, realizar los
minipreps y analizarlos mediante digestién con Xbal/Xhol. Al correr en gel de agarosa
al 1%, se comprobd si se obtuvieron las bandas de 5.5 kb y 3.3 kb que corresponden a

las dos TALENSs esperadas.

2.3.7 Funcionalidad in vitro de las TALENs en la RCL.

Para comprobar el funcionamiento de las TALENS, se realizé la transfeccion de las

mismas junto con un DNA donante para favorecer asi, la recombinacién homdloga.

Veinticuatro horas antes de la transfeccién se sembraron 15.000 células HCT116-
RCL, en cada pocillo de una placa de 96. El dia de la transfeccién se cambié el medio
a las células afadiendo 100 pL de medio suplementado sin antibidtico, y realizando la
transfeccién con 0.6 pL de TransIT-X2 con 200 ng de cada uno de los plasmidos de
TALENs 1y 2. Todo esto se realizé en un volumen final de 50 L utilizando Opti-MEM.
Transcurridas 6 horas de la transfeccién, se retiré el medio que contenia las TALENS,
y se afadieron 100 pL de Opti-MEM sobre los cuales se afiadié el virus donante
AAV-A5-EGFP-donor (10° MOI, Multiplicidad de infeccién o numero de genomas
virales que infecta una célula). Tras 24 horas de incubacion se cambi6 el medio por
medio completo con antibidtico y se esperd entre 48 y 72 horas para ver la expresion
de la proteina fluorescente verde, lo cual indicaria que ha ocurrido recombinacion

homologa entre el vector donante y la célula reportera.
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2.3.8 ScRad52. Cambios en la frecuencia de recombinacion

homéloga.

Con el fin de comprobar la funcionalidad de la proteina obtenida anteriormente, en
condiciones in vitro, hemos realizado diferentes experimentos, definiendo Ilas

siguientes condiciones de reaccion.

Dos dias antes de realizar el experimento se sembraron 15.000 células HCT116-RCL.
El dia del experimento se cambi6é el medio completo en el cual se encontraban las
células por Opti-MEM, medio sobre el cual se realizé la transfeccion, utilizandose 200
Mg de cada una de las TALENs con 0.6 pL detranslT-X2 como reactivo de
transfecciéon. Este medio se dej6 incubando durante 5 horas, tras lo cual fue cambiado
por Opti-MEM. Sobre el Opti-MEM se afiadieron diferentes cantidades de ScRad52:
0.025 pg, 0.5 ug, 1 pg, 5 yg, 10 ug y 12.5 ug. Una hora mas tarde se retird la proteina
y se procedi6 a realizar la transduccion de las células con el AAV-A5-EGFP-donor (10°
MOI). Entre dos y tres dias posteriores a la transduccion, ya se pudieron observar las

células verdes.

2.3.9 Libreria de siRNAs. Cambios en la frecuencia de

recombinacion homéloga.

Con objeto de ensayar métodos que aumenten la frecuencia de recombinacion
homodloga hemos utilizado una libreria de RNAs pequenos de interferencias, también
conocidos como siRNAs (Adamson et al., 2012. Stabicki et al., 2010). En el anexo se
presentan la informacion de cada siRNA utilizado: gen al que silencian, exdn sobre el

cual ejercen su accién, secuencia, casa comercial y tipo de siRNA.

Los siRNAs normales se han transfectado a una concentracién final de 40 nM y los
silencer select siRNAs a 5 nM, ambos en un volumen final de 170 pL para cada pocillo

de una placa de 96.

Veinticuatro horas antes de la transfecciéon se sembraron 10.000 células HCT116-
RCL, en una placa de 96 pocillos. El dia de la transfecciéon se anadieron 100 yL de
medio suplementado sin antibiético, y luego, la transfeccion se hizo con la cantidad
correspondiente de cada siRNA, mas 0.6 yL de TransIT-X2, todo en un volumen final
de 70 uL de Opti-MEM.

Esto se dejo incubando 24 horas a 37°C y 5% COz, tras lo cual se cambio6 el medio por
120 yL de medio suplementado sin antibidtico. Sobre este medio se realizd la
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transfeccion de las TALENs cambiando a las 6 horas el medio por Opti-MEM sobre el
cual se realizé la infeccion con AAV-A5-EGFP-donor, de la misma manera que lo
hemos hecho anteriormente. Al dia siguiente se cambié el medio por medio

suplementado con antibidtico.

A las 48-72 horas de transfectar las TALENSs, ya se pueden observar las células que

emiten luz verde fluorescente.

Una vez definidos aquellos siRNAs que causaron aumento en la frecuencia de RH, se
llevo a cabo el estudio del ciclo celular de los mismos. Para ello, se realizo el
experimento sembrando 10.000 células 24 horas antes de la transfeccion, en placa de
96 pocillos. Posteriormente, se realiz6 la transfeccion de los siRNAs elegidos y se dejo
24 horas mas. Transcurrido este tiempo, las células fueron tripsinizadas y
posteriormente centrifugadas durante 5 minutos a 1.000 rpm. Se retird el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 mL de PBS 1X. Se volvi6 a centrifugar 5
minutos a 1.000 rpm tras lo cual, nuevamente, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié en 1 mL de etanol 80%. Las células asi obtenidas se mantuvieron a -20°C
hasta su analisis por citometria de flujo. En el momento de realizar la lectura, la
muestra se centrifugé 5 minutos a 1.000 rpm y se resuspendio el pellet en 700 pL de
PBS 1X. Finalmente se anadieron yoduro de propidio (concentracion final 5 mg/mL),
RNAsa (concentracion final 10 mg/mL) y Triton X-100 (concentracion final 0,1%). Las
muestras se incubaron durante 1 hora a 37°C en la oscuridad, tras lo cual se realiz6 el

andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.

2.4 Generacién, correccion y transdiferenciacion de la linea
celular WASP-KO.
2.4.1 Diseno y construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-KO

mediante mutagénesis dirigida.

Para la construccion de este vector se amplific6 DNA gendmico de fibroblastos
humanos, utilizando la enzima Phusion Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, para

obtener los brazos de homologia.

EL brazo de homologia 1 (Arm 1, 1.1 kb), que contiene la secuencia correspondiente a
los exones 3, 4, 5y 6, se obtuvo mediante PCR utilizando los primers WASP A1 Sy
WASP A1 AS. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: 1 ciclo de 1 minuto a
98°C; 35 ciclos de [15 segundos a 98°, 20 segundos a 59°C y 45 segundos a 72°C]; y,

finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.
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El brazo de homologia 2 (Arm 2, 1.5 kb), que contiene la secuencia correspondiente al
exoén 7, se obtuvo haciendo uso de los primers WASP A2 S y WASP A2 AS. Las
condiciones utilizadas para llevar a cabo la reaccion fueron las siguientes: 1 ciclo de 1
minuto a 98°C; 35 ciclos de [15 segundos a 98°, 20 segundos a 60°C y 55 segundos a

72°C]; y, finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a 72°C.

Al finalizar ambas PCRs, las mismas se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
al 1%, a partir de la cual se cortaron y purificaron las bandas obtenidas.
Posteriormente, estas muestras fueron sometidas a digestion con Notl/Sall para el
brazo 1, y EcoRI/Notl para el brazo 2. Las digestiones se incubaron durante 60

minutos a 37°C.

En paralelo, se digirid6 el vector pBS-Blasticidin con Sall/EcoRI en las mismas
condiciones que las digestiones anteriores. Esto permitid obtener el casete de
blasticidina (1.6 kb).

Las 3 muestras anteriores se sometieron a electroforesis en gel de agarosa, tras lo

cual las bandas se cortaron, purificaron y cuantificaron mediante NanoDrop.

Posteriormente, subclonamos el brazo 1 obtenido anteriormente en el vector
pBluescript Il KS +/-. Para lo cual, ambos fragmentos fueron digeridos con Notl/Sall y
posteriormente ligados y transformados en bacterias DH5a. Una vez obtenido este
vector, se procedié a realizar una mutagénesis dirigida para incorporar asi una
mutacion que corresponde a la insercién de una adenina en el exon 4, lo cual hace
que se produzca un codon stop en la posicion 168, dando lugar a la ausencia de

expresion de WASp.

La mutagénesis dirigida de este nuevo plasmido, fue llevada a cabo utilizando el kit
comercial QuickChange IlI, que utiliza como DNA molde el plasmido obtenido
anteriormente, junto con los dos primers complementarios que contienen la mutacion:
R148X168ins S y R148X168ins AS. La reaccion de amplificacion se realizé en un
volumen final de 50 ulL, que contenian 1X del tampén de reaccion (10X Reaction
Buffer), 20 ng de DNA, 25 ng de primer S y 25 ng de primer AS, 1 uL de mezcla de
dNTPs y 1 uL de la enzima PfuUltra™ HF DNA polimerasa (PfuUltra™ HF DNA
polymerase, 2,5 U/mL). Las condiciones de amplificacion, en este caso, fueron: 1 ciclo
de 30 segundos a 95°C y 16 ciclos de [30 segundos a 95°C, 1 minuto a 58°C y 6
minutos a 68°C]. Una vez finalizada la reaccién, el producto de amplificacién, fue
tratado con Dpnl (10 U/uL) durante 1 hora a 37°C. Esta enzima tiene la funcion de
digerir, especificamente, el DNA metilado del plasmido utilizado como molde y que,

por tanto, no contiene la mutacién.
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Posteriormente, se transformaron bacterias XL1-Blue  supercompetentes
(proporcionadas por el kit) con 1 uL de la digestion, siguiendo el protocolo indicado en
el apartado 2.1.1 de esta misma seccion. Las bacterias transformadas fueron
sembradas en placas de LB-agar con ampicilina, y luego, incubadas a 37°C durante
16 horas. Transcurrido este tiempo, se cultivaron las colonias que crecieron en la
placa en LB liquido y se incubaron, nuevamente, en las condiciones anteriores. Por
ultimo se realizaron minipreps con columnas, y los plasmidos purificados se

secuenciaron, utilizando el primer WASP A1 AS.

Una vez secuenciado el plasmido, el brazo 1 este fue digerido con Notl y Sall, y
aislado a partir de un gel de agarosa al 1% y posteriormente purificado en columna.
Una vez obtenidos los tres insertos, se procedio a realizar la ligacion en el vector p-
AAV-MCS digerido con Notl y desfosforilado con SAP. Esta ligacion fue
posteriormente transformada en XL-10 gold y sembrada en placa de LB agar con
ampicilina. Tras 16 horas a 37°C las colonias que crecieron en la placa se sembraron
en LB liquido incubando, nuevamente, durante 16 horas a 37°C. Con estas muestras
se realizaron minipreps, y digestiones de control con Notl, Notl/Sall, Sall/EcoRI y
EcoRI/Notl. Una vez que se obtuvo una colonia con el inserto ligado de manera

correcta, se procedié a realizar un midiprep.

2.4.2 Construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-wt.

Para la construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-wt se casi siguid el mismo
protocolo utilizado en el apartado anterior. Primero se realizaron las dos PCRs
anteriormente mencionadas, junto con la digestion del vector pBS-Blasticidin con
Sall/EcoRI. Una vez obtenidos los tres fragmentos a partir de un gel de agarosa al 1%,
estos fueron purificados por columna y posteriormente cuantificados, tras lo cual se
procedid, directamente, a realizar la ligacién en el vector p-AAV-MCS ya digerido con
Notl/Sall. Esta ligacion fue también utilizada para transformar bacterias XL-10 gold.
Las colonias crecidas en la placa de LB agar con ampicilina, se sembraron luego en
LB liquido con ampicilina, tras lo cual se realizaron minipreps. Una vez comprobados

estos, por digestion, se realizaron midipreps de los mismos.

2.4.3 Construccion de los virus AAV-WASP-KO y AAV-WASP-

wit.
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Los dos plasmidos obtenidos en las dos secciones anteriores se utilizaron para la
construccién de virus adenoasociados, exactamente de la misma manera que se hizo
en el apartado 2.3.4 de esta seccion. Posteriormente, los mismos fueron cuantificados

segun se explico, también en esta seccion, en el apartado 2.3.5.

2.4.4 Diseno y construccion de nickasas CRISPR/Cas9 para
WASpP.

Para la construccion de las nickasas CRISPR/Cas9 se ha utilizado el protocolo de Ran
et al., 2013. Para ello, lo primero que se hizo fue elegir el extremo 3" del brazo 1 de los
vectores anteriormente mencionados, como diana de las CRISPR nickasas. Para
producir un corte en la doble hebra de DNA son necesarias dos nickasas: una
reconoce una secuencia de 20 nucledtidos en el extremo 5°, mientras que la otra
reconoce otra secuencia en el extremo 3°. Estas secuencias se encuentran separadas
por 30 nucledtidos entre si. Asi, se disefiaron dos primers S y dos AS
complementarios para cada secuencia: CRISPR-WASP1 S y CRISPR-WASP1 AS, vy,
CRISPR-WASP2 S y CRISPR-WASP2 AS. La necesidad de utilizar ambas, se debe a
que la nucleasa codificada por el plasmido pX335-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9m
(D10A), al que a partir de ahora llamaremos solo pX335, es en realidad una nickasa
que corta solo una de las cadenas del DNA, y en nuestro caso, queremos que el corte

se produzca en ambas cadenas.

Posteriormente, se trataron 2 ug del plasmido pX335 con la enzima Bbsl. La digestién
se llevo a cabo durante 2 horas a 37°C, tras lo cual la banda obtenida a partir de la

electroforesis en gel de agarosa se corto, purificd y cuantific6 mediante NanoDrop.

Una vez finalizado el paso anterior, se procedié a realizar el anillamiento de los
primers. Para ello se mezclaron 1 uL de cada uno de los primers S y AS de cada
pareja (100uM), 5 ulL de 2X T4 ligase buffer (perteneciente al kit de ligacion de Roche)
y 1 uL de T4 polinucledtido quinasa (PNK), todo esto en un volumen final de 10 uL.
Esta reaccion se llevo a cabo en termociclador, utilizando las siguiente condiciones: 1
ciclo de 30 minutos a 37°C, 1 ciclo de 5 minutos a 95°C y, por ultimo, una rampa de
disminucion de temperatura hasta 23°C. Una vez finalizada la reaccion, la muestra se

diluyé 100 veces en H;0.

El siguiente paso fue el de ligacion. En este caso se han utilizado 100 ng de vector y 2
uL de la dilucion de la reaccion de anillamiento. La ligacién se realizé segun se explico

en el apartado 2.1.4, y posteriormente, se tomaron 2 uL que se utilizaron para
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transformar bacterias DH5a, las cuales se sembraron en placas de LB-agar con
ampicilina y se incubaron durante 16 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, las
colonias que crecieron se sembraron en LB liquido con ampicilina y se incubaron,
nuevamente, en iguales condiciones con agitacion. Con estas muestras se realizaron
minipreps que se digirieron durante 1 hora a 37°C con Ndel para comprobar la
incorporaciéon del inserto. De control, se utilizé el plasmido vacio. Finalmente, con las

muestras positivas para la incorporacién del inserto, se realizaron midipreps.

2.4.5 Generacion de lineas celulares WASP-KO.

Para realizar una linea WASP-KO en fibroblastos primarios, lo primero que se hizo fue
levantar las células del soporte en el cual se encontraban, mediante la utilizacién de
tripsina vy, luego, lavarlas con PBS. Una vez realizado este paso, se contaron 3

fracciones de 5x10° de células en camara de Neubauer.

A la hora de realizar la nucleofeccion, lo primero que se hizo fue afiadir en 3 pocillos
de una placa de 6, 1,5 mL de medio completo de fibroblastos a cada uno. Esta placa
se incubd durante todo el proceso a 37°C y 5% de CO,. En paralelo, las células ya
contadas se centrifugaron a 200xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
retir6 el sobrenadante, y el pellet se resuspendid en 100uL de solucion de
nucleofeccion suplementada (Nucleofector solution + supplement, en proporcién
4,5:1). A la primera muestra se afadi6 siRNA para CREBBP (5 nM), a la segunda
siRNA para CREBBP + SFR1 (2,5 nM y 2,5 nM), y por ultimo, a la tercera se afadio
siRNA control (5 nM). Toda la mezcla se transfirid a una cubeta (provista por el kit),
con cuidado de no pasar los 15 minutos antes de realizar la nucleofeccion, la cual se
llevéo a cabo utilizando el programa U-023 en busca de una mayor eficiencia de
transfecciéon. Una vez finalizada la nucleofeccién, se afadieron en la cubeta 500 uL de
medio completo de fibroblastos atemperado, e inmediatamente esto se transfirio a la

placa que teniamos con medio incubando.

Transcurridas 24 horas se retird el medio, se lavo dos veces con PBS y se afadieron
1,6 mL de OptiMEM y 40 uL de AAV-WASP-KO (de titulo 10® particulas/uL). Tras 24
horas, se quitd el medio en el cual se encontraba el virus y se afiadi6 medio completo

de fibroblastos.

Por otro lado, se realizé la modificaciéon del gen WAS en células Jurkat mediante la
utilizacion de CRISPR/Cas9. Para ello, nuevamente se ha utilizado la técnica de la

nucleofeccion utilizada anteriormente, haciendo los siguientes cambios. Se utilizd
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medio completo normal. No se tripsinizaron las células, ya que estas son células en
suspension. El numero de células utilizado en este caso fue el mismo que en el caso
de los fibroblastos, 5x10°. Se nucleofectaron los dos plasmidos correspondientes a las
nickasas CRISPR, junto con un plasmido donante, el pAAV-MCS-WASP-KO. La

cantidad nucleofectada de cada plasmido fue de 1 ug, y el programa utilzado el X-001.

A las 48 horas, tanto de haber infectado los fibroblastos, como de haber realizado la
nucleofeccion en las Jurkat, las células fueron sembradas en placa de 96 pocillos y

sobre ellas se anadio el antibidtico de seleccion, la blasticidina.

A partir de ahi, una vez que las células estuvieron lo suficientemente crecidas, se
extrajo el DNA de diferentes muestras, y se realizaron PCRs para comprobar la
insercion del DNA exogeno en el DNA genomico. Para ello se utilizaron los primers
WASP S1.1 S, WASP S1.2 Sy WASP S1 AS. Las condiciones utilizadas para llevar a
cabo la PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de 1 minuto a 98°C; 40 ciclos de [15
segundos a 98°C, 20 segundos a 60°C, 75 segundos a 72°C] vy, finalmente, 1 ciclo de
5 minutos a 72°C. A partir de los resultados obtenidos, en aquellas muestras en que
se haya obtenido la banda correspondiente al alelo modificado, se realizé dilucion
limite para asegurar monoclonalidad, tras lo cual volvieron a analizarse las clonas

mediante PCRs, hasta obtener una clona pura de células WASP-KO.

Una vez obtenida una clona pura para Jurkat, realizamos un western-blot, segun se
explica en esta seccidén, en el apartado 2.1.9, para comprobar la ausencia de la
proteina. Para ello utilizamos un anticuerpo primario policlonal a-WASp, denominado
K-374, que reconoce los 16 aminoacidos C-terminales de WASp. En fibroblastos no es

posible realizar un western blot, ya que los mismos no expresan la proteina.

2.4.6 Tratamiento de células KO con CRE recombinasa.

En este caso, se utilizaron fibroblastos WASp-KO, las cuales fueron previamente
infectadas con AAV-WASP3456-KO, y mediante el cual adquirieron el casete de la
blasticidina. Estas células fueron sembradas en placas de 24 pocillos, y el tratamiento

con Cre recombinasa se realiz6 al alcanzar las mismas una confluencia del 80 — 90%.

En primer lugar, las células fueron lavadas con PBS 1X, dos veces. Luego se
afnadieron 150 yL Opti-MEM y esto fue incubado a 37°C durante media hora. Una vez
atemperadas las células, se agrego la Cre recombinasa obtenida en el laboratorio en

una concentracion final de 50 yg/mL, y se incubd nuevamente la placa a 37°C durante
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1 hora. Transcurrido este tiempo, se afadié medio completo al pocillo que contenia

las células con la proteina.

Al dia siguiente se retiré el medio, se tripsinizaron las células y se hizo dilucion limite
en placa de 96 pocillos, con objeto de aislar clonas individuales. Cuando las clonas
estuvieron lo suficientemente crecidas, se extrajo el DNA y se analizaron las clonas
por PCR, utilizando un primer ubicado al comienzo de casete de blasticidina (WASP
S1.1 S) y otro externo a la secuencia insertada en el extremo 3" (WASP S1 AS), con
las siguientes condiciones: 1 ciclo de 1 minuto a 98°C; 40 ciclos de [15 segundos a
98°C, 20 segundos a 60°C, 75 segundos a 72°C] y, finalmente, 1 ciclo de 5 minutos a
72°C. Una vez finalizada la PCR, se sometieron las muestras amplificadas a una
electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar la delecidon del casete de

blasticidina.

2.4.7 Correccion de la linea celular WASP-KO.

Para intentar revertir la mutacién introducida en los fibroblastos, se eligié aquella
muestra en la que se verificé la delecién del casete de blasticidina. Esta fue
posteriormente sometida a nucleofeccién, de la misma manera que se realizd en el
apartado 2.4.5 de esta seccién, haciendo uso del AAV-WASP-wt, y nucleofectando
primero las células con la mezcla de siRNA (CREBBP + SFR1), 24 horas antes de
realizar la transduccion con el virus AAV-WASP3456-wt. Una vez que las células
crecieron lo suficiente, el screening se realizé utilizando los primers WASP S1.1 Sy
WASP S1 AS.

2.4.8 Obtencion del lentivirus LV-OCTA4.

En frascos de cultivo de 75 cm? se cultivaron células 293-FT en medio DMEM
completo suplementado con 1% de NEAA y 500 ug/mL de geneticina, a 37°C y 5% de

CO.,, hasta que las células alcanzaron una confluencia de, aproximadamente, el 80%.

Media hora antes de realizar la transfeccién, el medio de cultivo se cambié por 12 mL
de DMEM suplementado, libre de antibidticos, y se dejé incubando en las condiciones

mencionadas anteriormente.

La transfecciéon se realizd empleando el método de los liposomas catidénicos, de la
siguiente manera: en un tubo estéril se mezclaron 10 ug del pSin-EF2-Oct4-Pur, 7,5
ug del psPAX2 y 5 ug del pMD2.G, en 500 uL de Opti-MEM. En otro tubo se
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mezclaron 45 uL de Lipofectamina 2000 con 500 uL de OptiMEM. Esto se dej6 durante
5 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se afadid la solucién con los
plasmidos, gota a gota, sobre la soluciéon con Lipofectamina. Esta nueva mezcla se
incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, la solucion
se afiadio al cultivo de células 293FT, agitando lentamente para permitir que los
complejos se distribuyan uniformemente. Las células transfectadas se incubaron en
una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.

Al dia siguiente, el medio se reemplaz6 con 12 mL de DMEM completo y se continud
con la incubacion en las mismas condiciones descritas 24 horas mas, tras lo cual se
recogio el medio y se afiadieron otros 12 mL de DMEM suplementado a las células. El
medio recogido, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y se almacend el
sobrenadante a -80°C. Veinticuatro horas después se recogié nuevamente el medio y
se descartaron las células. El medio fue centrifugado en iguales condiciones que el dia

previo.

Ambos sobrenadantes se juntaron y se filtraron con filtro de 0,45 um. Posteriormente,
la muestra filtrada se centrifugé en la centrifuga Beckman Avanti J25, con rotor
JA25.50 a 22.000 rpm y 13°C, durante 2 horas. Finalizado este tiempo, se descarté el
sobrenadante y se dejé el tubo boca abajo sobre papel, para que pudiese escurrir
cualquier resto liquido, durante 1 hora. Finalmente se afadieron 500 uL de HSA 1% al
pellet, y asi se dejo durante 24 horas a 4°C, tras lo cual se resuspendi6 y se alicuoto el

virus para almacenarlo a -80°C.

2.4.9 Cuantificacion del titulo lentiviral.

Para cuantificar el titulo del LV-Oct4 se tomé una alicuota de 50 ulL la cual se mezclé
con 150 uL de PBS. Esto se purific6 mediante columnas, utilizando el kit PureLink
Viral RNA/DNA Mini kit (Invitrogen) segun protocolo. Al finalizar el proceso, el RNA

purificado se cuantificé mediante NanoDrop.

Posteriormente se procedio a la sintesis del cDNA, la cual se realiz6 utilizando 0,5 ug
de RNA, 5X de mix de reaccion (5X reverse-transcription reaction mix. iScript cDNA
Synthesis Kit), todo en un volumen final de 20 ulL. Las condiciones utilizadas para la
reaccion, fueron las siguientes: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C, y 5 minutos a

85°C. Una vez finalizada la reaccién, la muestra se diluye 10 veces en H,0.

95



MATERIALES Y METODOS.

Los volumenes de reaccion utilizados para realizar la RT-qPCR en LightCycler® 480
(Roche), fueron: 12.5 yL de SYBR Green | Master + 1.5 pL primer ITR S (10 uM) + 1.5
uL primer ITR AS (10 uM) + 5 pL de cDNA (1:10), en un volumen total de 25 pL. Los
primers utilizados para realizar la titulacion, el LV-OCT4 S y el LV-OCT4 AS (Sastry et
al., 2002). Las condiciones utilizadas para la llevar a cabo la RT-qPCR, son las
siguientes: desnaturalizacion, 1 ciclo de 10 minutos a 95°C; PCR: 40 ciclos de [15
segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, 40 segundos a 72°C]; curva de melting 1 ciclo
de [1 minuto a 65°C, 1 minuto a 35°C, 1 segundo a 65°C y 95°C continuo], y por

ultimo, enfriamiento, 1 ciclo de 30 segundos a 40°C.

En paralelo a la cuantificacion del LV se ha realizado un curva patrén. Conociendo el
tamafo y la concentracion del pldsmido pSin-EF2-Oct4-Pur, hemos calculado el
numero de copias de cada una de las diluciones de la curva patréon. Las diluciones van
desde 10* copias/uL a 10® copias/uL. Todas las muestras utilizadas para la realizacion

de RT-gPCR se han puesto por triplicado.

Una vez finalizada la reaccion, realizamos los analisis correspondientes con el
software de analisis del LightCycler® 480 (Roche) para obtener una recta patron a
partir de los valores estandar asi como los valores de titulo viral. El analisis de las
curvas de disociacién nos permiti6 comprobar la especificidad de las reacciones de

amplificacion.

2.4.10 Transdiferenciacion de fibroblastos corregidos a células

hematopoyéticas.

Para realizar la conversion de fibroblastos a células CD45" se siguié el protocolo
establecido por Szabo et al., 2010, donde se utilizara el medio de conversion de
fibroblastos (FCM), compuesto por: DMEM/F12 / 10% KO serum replacement | 1%
NEAA / 1% GlutaMAX 1/ 0,1 mM p-mercaptoetanol / 16 ng/mL bFGF / 30 ng/mL IGFII.

Para comenzar este experimento, lo primero que se hizo fue diluir 125 veces (método
de capa fina, del inglés, thin layer method) la matriz Geltrex (que se mantuvo todo el
tiempo en hielo). Esta dilucion se realiz6 en medio completo de fibroblastos, frio. Se
afnadieron 300 uL por pocillo en placa de 12, y se incubd durante 1 hora a 37°C. Una
vez transcurrido este tiempo, el medio se quitd por completo y en el pocillo, se
sembraron 10.000 fibroblastos humanos corregidos, en medio completo de

fibroblastos.
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A las 24 horas, se retird6 el medio y se afiadié un medio conformado por 50% de
DMEM completo de fibroblastos y 50% de FCM con 20% de KO serum replacement.
Este medio contenia, ademas, 8 g/mL de polybrene, y sobre todo esto se anadio el
LV-OCT4 a una MOI de 10°,

Transcurridas 24 horas de la transduccion viral, se retir6 el medio y se afiadieron 300
uL de FCM suplementado con 300 ng/mL de SCF y 300 ng/mL de IIt3L. Este medio,
asi suplementado, se utilizé6 durante todo experimento, cambiando cada 2 dias el

medio a las células, hasta el dia 37.

El dia 37, contando como dia 1 aquel en que se realizé la transduccion, las células
fueron levantas utilizando Colagenasa IV (4 mg/mL) durante 5 minutos a 37°C. Luego,
las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1.000 rpm, y posteriormente

lavadas con PBS.
Las células fueron divididas en 4 alicuotas.

1. La primera se utilizé como control negativo, sin ningun anticuerpo, por lo que fue

resuspendida en 500 uL de tampdn para FACS (1 g/L NaN3 / 5% FBS / PBS).

2. La siguiente muestra fue utilizada para tedir con un anticuerpo a-CD45-PE-Cy7.
Para ello se afiadieron 3 uL del anticuerpo a las células resuspendidas en 10 uL de
tampén para FACS, y se incubd durante 30 minutos en hielo. Transcurrido este
tiempo, las células fueron lavadas dos veces con el mismo tampén a lo cual le
siguieron dos centrifugaciones de 5 minutos a 300xg. Finalmente, las células

fueron resuspendidas en 500 uL de tampén para FACS.

3. La siguiente muestra, fue sometida a una tincion intracelular con un anticuerpo a-
WASP-APC. Para ello, se resuspendieron las células en 10 uL de tampdn para
FACS, y luego se anadieron 100 uL de solucién de fijacion durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron dos veces con tampon para FACS,
centrifugando entre medio. Se resuspendieron, nuevamente, las células en 10 uL
de tampdn para FACS y sobre ello, se afiadieron 100 uL de solucion de fijacion
junto con 1 uL del anticuerpo ya marcado. Tras 30 minutos, las células se lavaron y
centrifugaron 2 veces, y finalmente, se resuspendieron en 500 uL de tampon para
FACS.

4. La ultima alicuota se utilizd para hacer un doble marcaje. En primer lugar, se
realizé el marcaje con el anticuerpo a-CD45-PE-Cy7, tal como se explicod en el

punto 2. A continuacion, se realizé el marcaje intracelular con el a-WASP-APC, tal
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como se explico en el punto 3. Finalmente, las células se resuspendieron en 500

uL de tampoén para FACS.

Todo lo hasta aqui realizado, fue hecho en hielo y con los reactivos a 4°C, con
excepcion de las soluciones de fijacion y permeabilizacion pertenecientes al FIX &

PERM KIT, que se encontraban a temperatura ambiente.

Las muestras se mantuvieron a 4°C, en la oscuridad, hasta el momento de la lectura,

la cual se realizé en el citémetro de flujo Gallios™ de Beckman Coulter.

Con una alicuota de estas células se realiz6 un western blot para comprobar la
expresion de la proteina. Se utiliz6 un anticuerpo primario a-WASPK374 y un

secundario a-IgG de conejo.
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"El experimentador que no sabe lo que esta buscando, no comprendera lo que
encuentra”
Claude Bernard (1813 — 1878)
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1. Generacidén de una linea celular reportera.

Nos propusimos generar una linea celular reportera que nos permitiera evaluar
cambios en la frecuencia de recombinacién homodloga en distintas condiciones

experimentales.

Para ello, primero se construyd un vector de homologia que permitiera la introduccién
de un cDNA truncado de EGFP en el sitio AAVS1 del cromosoma 19, el vector MCS-
A3-EGFPtrunc-vector. La construccién de este vector se llevé a cabo mediante la
amplificacién por PCR de 3 fragmentos génicos, para lo cual se utilizé una polimerasa
de alta fidelidad.

1. El primero de los fragmentos, de 1.9 kb, fue amplificado a partir del plasmido
comercial pAAV-CAGGS-EGFP, y contiene una secuencia homéloga al sitio de
insercion de los AAVs, el sitio AAVS1 y, a continuacion, el casete de resistencia a
puromicina, precedido por la secuencia SA-2A-Puro-PolyA, segun se explicé en el
apartado 2.3.1 de materiales y métodos.

2. El segundo fragmento, de 1.3 kb se obtuvo mediante PCR a partir del pladsmido
comercial pEGFP-C1 y permitié la amplificacion de EGFP, con una delecion de los
ultimos 73 bp (extremo 37) lo que hace que la proteina resultante no sea funcional,
es decir, no emite fluorescencia verde.

3. Finalmente, el ultimo inserto se obtuvo a partir de DNA gendémico de células HCT-
116, amplificandose un fragmento de 1.3 kb cuya secuencia es homoéloga a al sitio

AAVS1 en el cromosoma 19, localizado en el intrén 1.

Los tres fragmentos se purificaron a partir de una electroforesis en gel de agarosa, y
fueron digeridos con Notl/Sall, Sall/EcoRI y EcoRI/Notl, sitios que fueron introducidos
en los primers utilizados para las diferentes PCRs. Finalmente, estos fragmentos
fueron nuevamente purificados a partir de un gel de agarosa, y con ellos se realizd,
luego, la ligacion en el vector pAAV-MCS previamente digerido con Notl. Para analizar
las colonias que incorporaron los tres insertos correctamente se procedié al analisis
por enzimas de restriccion mediante el uso combinado de Notl/Sall, Sall/EcoRI y
EcoRI/Notl. Al analizar el patrén de restriccion obtenido, se pudo observar la presencia
de colonias bacterianas que incorporaron los tres insertos ligados correctamente.

Segun las enzimas utilizadas (Figura 14.A), los pesos esperados fueron los siguientes:
1. EcoRI/Notl: 1.300 bp, 2.900 bp y 3.200 bp.
2. Sall/EcoRlI: 1.300 bp, 1.900 bp y 4200 bp.

3. Notl/Sall: 1.900 bp, 2.600 bp y 2.900 bp.
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Figura 14. MCS-A3-EGFPtrunc-vector. A. Se observan las digestiones de comprobacién del plasmido, realizadas con
EcoRI/Notl, Sall/EcoRI y Notl/Sall, donde se obtienen los pesos esperados. B. Se observa el mapa del plasmido
construido.

Una de las colonias positivas obtenidas en el punto anterior, se utilizé para la
extraccion del DNA plasmidico mediante midiprep. Se comprobd su pureza y se
confirmé nuevamente con las enzimas utilizadas previamente, que el patrén de
restriccion era correcto. Este plasmido fue luego nucleofectado en células HCT-116
junto con dos mRNAs que codifican para una pareja de ZFNs (de muy alta eficiencia
para producir un corte en el DNA enddgeno y permitir la incorporacién del DNA
exogeno en el sitio del corte). Las células se mantuvieron en placas de 6 pocillos
durante 48 horas, tras lo cual, las células fueron sembradas en pocillos de placas de
96, hasta que se obtuvieron clonas lo suficientemente grandes para ser analizadas.
Tras extraers el DNA, se realizaron las PCRs de comprobacion con el fin de verificar la
correcta insercion de los extremos 5 (figura 15.B) y 3" (figura 15.C).

E Arm1 | Arm2 I Arm3 ._| Exoén 2 |_3

7 % =g <+

P3 P4

bp HCTwt RCL#1 RCL#2 RCL#3 RCL#4 bp HCTwt RCL#1 RCL#2 RCL#3 RCL#4

1500
1000 1500

1000

Figura 15. Linea celular reportera. A. Esquema de la insercion del plasmido MCS-A3-EGFPtrunc-vector en el genoma
de las células HCT116. Las flechas indican los primers utilizados para comprobar dicha inserciéon. P1 (RCLS1 S), P2
(RCLS1 AS), P3 (RCLS2 S) y P4 (RCLS2 AS). B. PCR realizada para comprobar la insercién en el extremo 5, para la
cual se utilizaron los primers P1 y P2. En el primer carril no se ve amplificado, ya que corresponde a la célula wt,
mientras que en las 4 clonas se ve un amplificado de 1.000 bp que corresponde a la banda esperada para una correcta
insercion. C. PCR realizada para comprobar la insercién en el extremo 3°, para la cuales se utilizaron los primers P3 'y
P4. Ocurre lo mismo que en la figura anterior, solo que esta vez la banda esperada para una insercion correcta es de
1.500 bp.
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Los resultados observados en un gel de agarosa fueron: bandas de 1.000 bp
corresponden a una correcta insercion para el extremo 5°, mientras que bandas de

1.500 bp, lo indican para el extremo 3.

2. Obtencion y cuantificacién del rAAV donante: AAV-A5-EGFP-

donor.

Una vez que generamos la linea celular reportera, necesitamos poner a punto los
ensayos de RH, para lo cual decidimos utilizar un virus adenoasociado (AAV-A5-
EGFP-donor) que contiene la secuencia necesaria para corregir la funcion de la EGFP
endogena, cuando ocurre RH entre el genoma de la linea reportera y el genoma del
rAAV.

La razon de elegir un virus de este tipo como “agente corrector” se debe a las
descripciones previas encontradas en la bibliografia que demuestran un incremento en
varios érdenes de magnitud en la frecuencia de RH inducida por este tipo de vectores

comparado con vectores plasmidicos estandar.
Este vector se construyo, también, con tres brazos diferentes.

1. El brazo 1, que contiene un fragmento de EGFP que carece de los 38 bp del
extremo 5, se obtuvo mediante amplificacién por PCR del plasmido comercial pEGFP-
N1, purificandose a partir de una electroforesis en gel de agarosa una banda de 1 kb.
Dentro de las 38 bp que no se incluyen, se encuentra la ATG vy, por tanto, la proteina
resultante no se produce y no hay, en consecuencia, emisién de fluorescencia verde.
La banda purificada a partir de una electroforesis en gel de agarosa, se digirié con las
enzimas Notl/Sal, cuyos sitios fueron introducidos con los primers utilizados durante la
PCR.

2. El brazo 2, de 1.6 kb, se obtuvo directamente mediante digestion con las
enzimas Sall/EcoRI del plasmido pBS-Blasticidin, construido en el laboratorio, el cual
contiene el casete de resistencia blasticidina, que sera el antibidtico de seleccidén que
nos permitira seleccionar las células verdes recombinantes.

3. El brazo 3 necesario para este vector, es comun al utilizado descrito

anteriormente en la generacién del MCS-A3-EGFPtrunc-vector.

Una vez obtenidos los tres fragmentos, estos se ligaron al vector pAAV-MCS ya

digerido con Notl. Las colonias bacterianas obtenidas, se analizaron mediante

diversas digestiones enzimaticas (figura 16), con el fin de asegurarnos la incorporacion

correcta de los insertos. Segun las enzimas utilizadas, los pesos esperados fueron:
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1. Notl/Sall: 300 bp, 2.900 bp y 3.500 bp.
2. Sall/EcoRlI: 1.600 bp y 5.100 bp.

3. EcoRI/Notl: 1.300 bp, 1.900 bp y 3.500 bp.

Arm 1.
A B _——_EGFPtrunc (5"
bp EN SE NIS
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MCS-A5-EGFP-donor

5000
3000

2000
1500

1000

Arm 3.
ZFN (AAVS1)

Figura 16. MCS-A5-EGFP-donor. A. Se observan las digestiones de comprobacion del plasmido, realizadas con
EcoRI/Notl, Sall/EcoRI y Notl/Sall, donde se obtienen los pesos esperados. B. Se observa el mapa del plasmido
construido,

Este plasmido se usé junto con el pAAV-RC y el pHelper para la produccion del virus
recombinante correspondiente, en las células empaquetadoras (AAV293). Antes de
realizar la transfeccién de los tres plasmidos mencionados anteriormente, fue
imprescindible que dichas células se encontraran a una confluencia de 80 — 90 %.
Desde el momento en que se realizd la transfeccién, y luego de unas horas, se pudo
observar como estas células fueron cambiando su morfologia, se fueron redondeando,
y muchas de ellas comenzaron a despegarse de la superficie plastica en la que se
encontraban (figura 17). Todos estos cambios, que se fueron acentuando con el paso
del tiempo, son debidos al efecto citopatico que causa el virus al replicarse dentro de
las células. Después de 72 horas de haber realizado la transfeccion, las células fueron
levantadas mediante raspado del soporte y, posteriormente, lisadas en 4 ciclos de
congelacion-descongelacion, tras lo cual se obtuvieron, finalmente, las particulas

virales en suspension.
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Figura 17. Células AAV293. A. Células antes de realizar la co-transfeccion de los plasmidos. Estas se encuentran
adheridas al soporte, con una confluencia de 90%, aproximadamente y en buen estado. B. 72 horas después de
haberse realizado la co-transfeccion, las células demuestran el efecto citopatico ejercido por el AAV en produccion.

La cuantificaciéon del titulo viral es un paso muy importante, para poder conocer cual
es la dosis viral 6ptima a usar en los diferentes experimentos. Es por ello que se tituld
el lisado celular obtenido previamente, mediante PCR cuantitativa. La curva de
calibracion se gener6 usando el plasmido pAAV-MCS, que contiene las secuencias
ITRs. Hay que tener en cuenta que el plasmido contiene 4 ITRs, mientras que el AAV
s6lo contiene 2, debido a que el plasmido esta formado por un dsDNA y el AAV por un
ssDNA, por lo que se debe hacer la correccion correspondiente en el calculo final. De
este modo, por comparacion entre la curva patrén, de concentraciones conocidas, y
las diferentes diluciones del lisado viral, se obtuvo el titulo de cada una de las
muestras. Los titulos de los virus fueron de 10° - 10" particulas virales/mL, el cual se

considera dentro del rango 6ptimo (Buning et al., 2003).

Antes de continuar con los diferentes experimentos utilizando el rAAV2 se llevé a cabo
un ensayo para evaluar la eficiencia de transduccion del mismo. Para ellos hemos
utilizado un rAAV que contiene un casete de EGFP dirigido por un promotor CMV. El
virus fue posteriormente transducido en células HCT116, que son las que se utilizaron
para los diferentes experimentos posteriores. La transduccion del rAAV se realizé a
MOIls que van desde los 10 a los 10*. Después de 72 horas de realizada la
transduccion se evaluaron, mediante microscopia de fluorescencia, el nimero de
células verdes obtenidas, y también la mortalidad mediante utilizaciéon del colorante
azul de tripan, con lo cual se obtuvo una eficiencia de transduccién de un 10% de las
células a una MOI de 103, lo cual concuerda con datos obtenidos por otros laboratorios
(Teschendorf et al., 2006), y se considera suficiente para optimizar el gasto de
concentrado viral. Estos resultados se confirmaron en repetidas ocasiones,

obteniéndose en todas una media del 10% = 1,5% en la eficiencia de transduccién.
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Esta eficiencia de transduccién se ha utilizado para el calculo de la frecuencia de RH
en los experimentos posteriores. Entonces, teniendo en cuenta tanto el numero total
de células con que se inici6 el experimento y la mortalidad debida al mismo (calculada
mediante tincion con azul de tripan), y teniendo en cuenta la eficiencia de transduccién
del 10% se pudo calcular la frecuencia real de eventos recombinatorios (células

verdes) obtenidos en cada condicion:
(N® inicial de células — N° de células muertas) x 10% = N° de células transducidas

(N° eventos recombinantes / N° de células transducidas) x 100 = Frecuencia de RH.

3. Transducciéon de la linea celular reportera con el virus
donante AAV-A5-EGFP-donor.

Una vez que obtuvimos la linea reportera y el virus donante AAV-A5-EGFP-donor nos
propusimos comprobar si nuestro sistema funcionaba adecuadamente, para lo cual
disefiamos un ensayo de recombinacion utilizando las células HCT116-RCL en cultivo.
Estas se cultivaron en placas de 96 pocillos, realizandose cada experimento por
triplicado, utilizando en primera instancia diferentes cantidades de rAAV a transducir
(10, 10%, 10°, y 10* MOI), tras lo cual se decidié continuar los experimentos utilizando
una MOI de 10° que fue la que nos resulté mas efectiva en los experimentos

preliminares.

A la hora de realizar cada experimento, se sembraron las células en placas de 96
pocillos con medio completo, 48 horas antes de realizar la transduccién de las células
HCT116-RCL con el AAV-A5-EGFP-donor. Transcurridos esos dos dias, se realizo la
transduccién con el AAV a una MOI de10?® particulas virales/célula. Tres dias después
de realizar la transduccién, se pudieron observar las células verdes (figura 18). Este
resultado, nos permite asegurar que la linea celular reportera que hemos construido
funciona de manera correcta, como asi también el virus recombinante, ya que de otra

manera no hubiéramos sido capaces de obtener células verdes recombinantes.
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Figura 18. Microscopia de células HCT116-RCL transducidas con AAV-A5-EGFP-donor. Aumento utilizado: 20X. En la
parte superior de la figura se observan los nucleos de las células tefiidos con DAPI. En la parte media, la expresion de
EGFP en las mismas células. Y en la parte inferior se observa la superposicion de las imagenes anteriores. A. Se
observan dos células verdes de un total de 5 células verdes por pocillo. B. La imagen muestra una sola célula verde,
de un total de 5 células verdes por pocillo. C. Clona formada 2 dias después de observarse células individuales.

Las células verdes fueron aisladas por dilucion limite, y una vez que se obtuvo una
clona recombinante (verde) unica, extrajimos el DNA para poder comprobar la correcta
formacion del casete de EGFP (figura 19.B), lo cual se realizé6 amplificando por PCR
utilizando los primers RCLS3 S y RCLS3 AS y, como control, el plasmido pEGFP-N1.

P1 P2
—_ <

Células EGFP 5 " 3 Expresion
positivas. Arm1 Arm2 Arm2 | Arm3 .—| Exén 2 }— de EGFP.

Casete de resistencia EGFP Casete de resistencia
a puromicina. a blasticidina.

| B | b pEGFP-N1 HCTwt RCLverde RCL
P ]

p S —
s

1000 _— -—

Figura 19. Célula verde HCT116-RCL. A. Esquema del DNA de la célula HCT116-RCL verde, es decir, una vez
nucleofectada con el plasmido MCS-A3-EGFPtrunc-vector y, posteriormente, transducida con el AAV-A5-EGFP-donor.
B. Amplificacién por PCR del plasmido pEGFP-N1, de la célula HCT116wt, de la célula HCT116-RCL verde y de la
célula HCT116-RCL sin transducir. La amplificacion con los primers P1 (RCSL3 S) y P2 (RCLS3 AS), da una banda de
1100 bp, correspondiente al casete EGFP.
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Habiendo iniciado el experimento con 15.000 células y ajustando la mortalidad celular
mediante contaje con azul de tripan y la eficiencia de transduccion del virus del 10%,
hemos obtenido un promedio de 5 células recombinantes, por lo que la frecuencia de
RH es de un 0,5% = 0,15%, aproximadamente. Este namero, si bien es un nimero
bajo de células verdes para permitirnos hacer comparaciones entre los diferentes
experimentos demuestra, en cambio, un gran aumento de la RH debido a la utilizacion
del rAAV con respecto a la frecuencia de RH obtenida mediante la utilizacién de
vectores plasmidicos. Por ello, y para poder elevar aun mas el numero de células
recombinantes, y por lo tanto, la frecuencia de RH es por lo que decidimos utilizar las
nucleasas TALEs, las cuales generan roturas dobles en la cadena de DNA, lo cual se
sabe que incrementa, de manera drastica, la frecuencia de RH. Hay que tener en
cuenta que para que esto ocurra, la lesion del DNA debe localizarse en el locus que se
quiere modificar. Para ello, se necesita un sistema de generacion de DSBs que
combine la capacidad endonucleasa (dominio de corte inespecifico por parte de la
Fokl en las TALENS) con la especificidad de secuencia (dominio de reconocimiento de
las TALENS).

4. Diseno y construccion de TALENSs.

Como se ha mencionado anteriormente, para incrementar el nimero en los eventos de
recombinacion, decidimos construir una pareja de nucleasas TALEs especificas de
locus que nos permitiera obtener un numero mayor de células verdes recombinantes

mediante la generacion de DSBs (figura 20).

Sitio de corte
de las TALENs

Q

O
5 5 . 3 . -
HCT116-RCL Arm1 Arm2 § Arm3 .—‘ Exoén 2 I— Sin expresion

Casete de resistencia de EGFP
o 3" EGFPtrunc
a puromicina

Figura 20. Célula HCT116-RCL. Esquema del DNA de la célula HCT116-RCL, con el sitio de corte para las TALENs
incluido en el.

Segun los softwares informaticos de prediccion mencionados anteriormente en la
seccion de materiales y métodos, apartado 2.3.6, se han elegido las secuencias para
la construccién de la pareja de TALENs adecuadas (figura 21), segun el DNA molde
utilizado, y junto con esto, los diferentes 2-mer y los plasmidos necesarios para

construir la pareja de TALENSs.
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BB-L1-ID23 G3 3CCcTCTC2 A6 2.5ul

Figura 21. Imagen obtenida a partir de la pagina de internet http://www.hornunglab.de/Tassembly.htm/ mediante la cual
hemos obtenido la secuencia de las TALENs a construir, como asi también, los 2mer que se utilizaron y los plasmidos
correspondientes a cada ligacion. En verde se sefiala cada una de las TALENs que conforman el par.

A partir de la placa comercial de plasmidos, y mediante un proceso de auto-ligacion
entre los plasmidos de nivel 1 (BBL1), linearizados por digestion enzimatica con
Pstl/Kpnl, y 3 fragmentos 2-mer obtenidos por digestién enzimatica con Mva1269l, se
generaron los plasmidos 6-mer. Estos fragmentos 6-mer fueron, posteriormente,
liberados del plasmido en que estaban mediante digestion enzimatica con Mva1269lI,

tras lo cual nuevamente por el proceso de auto-ligacion, 3 de estos se ligaron en
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plasmidos de nivel 2 (BBL2) previamente digeridos con Kpnl, para obtenerse los dos

plasmidos 18-mer finales.

Las ligaciones de los 2-mer con los BBL1 correspondientes, se realizaron segun las
indicaciones propuestas por The Hornung Laboratories
(http://www.hornunglab.de/Tassembly.html). Posteriormente, las colonias obtenidas se
comprobaron mediante digestion con Mva1269l, para confirmar la incorporacién del
inserto correcto. Aquellas bacterias que incorporaron el inserto ligado de manera

correcta presentaron un patrén de bandas de 2700 bp y 700 bp (figura 22).

Figura 22. Imagen de las digestiones realizadas para comprobar la ligacion correcta de los 6mer. Las colonias
positivas (+) son aquellas en que las se obtienen dos bandas, una de, alrededor, de 2700 bp y otra de unos 700 bp.
Cualquier otro patrén significa que la colonia es negativa (-).

Una vez que los 6-mer fueron digeridos y ligados con el BBL2-T, nuevamente se
comprobaron las colonias mediante digestion enzimatica, esta vez con Xbal/Xhol.
Aquellas bacterias que incorporaron el inserto ligado de manera correcta, presentaron
un patrén de 5500 bp y 3300 bp (figura 23).

Figura 23. Imagen de las digestiones realizadas para comprobar la ligaciéon correcta de los 18mer. Las colonias
positivas (+) son aquellas en que las se obtienen dos bandas, una de de 5500 bp y otra 3300 bp. Cualquier otro patrén
significa que la colonia es negativa (-).
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A partir de estas colonias bacterianas se obtuvieron los plasmidos finales de ambas
TALENSs que fueron utilizados en los siguientes experimentos y que van a producir las
proteinas de fusion finales (compuestas cada una por los 18 médulos tipo TALEN mas

la nucleasa Fokl).

5. Funcionalidad in vitro de las TALENs en la HCT116-RCL.

La funcionalidad de las TALENs se ha comprobado en la linea celular reportera
HCT116-RCL. Para ello, el primer paso fue poner a punto las cantidades de plasmido
de cada una de las TALENs necesarios en cada transfeccion. Después de haberse
ensayado cantidades de 50 ng, 100 ng, 200 ng y 300 ng, utilizandose siempre ambos
plasmidos en cantidades iguales, se llegd a la conclusion de que la cantidad optima
fue de 200 ng de cada una de las TALENs. De esta manera, en todos los
experimentos siguientes se utilizaron 200 ng de cada uno de los plasmidos de ambas
TALENS.

Para los experimentos de funcionalidad in vitro se sembraron 15.000 células en 3
pocillos de una placa de 96 pocillos. Un dia después dos de los pocillos con células
HCT116-RCL fueron transfectadas con los dos plasmidos que codifican para cada una
de las TALENSs descritas. Después de 6 horas de realizar la transfeccién, se cambio el
medio a ambos. En el primer pocillo en que se transfectaron las células, se anadio
medio completo. En el segundo pocillo en que se transfectaron las células, y en el
pocillo sin tratar, se realizé la transduccién con el virus AAV-A5-EGFP-donor durante
24 horas, tras lo cual se les cambid el medio. Tres dias después de la transduccion, se

observaron las células verdes presentes en el cultivo.

Segun se puede observar en la figura 24, la transfeccion de ambas TALENs no da
lugar a la aparicion de células verdes, lo cual es debido a la ausencia del rAAV en el
cultivo, es decir, a pesar de que se generan DSBs en el locus correspondiente, no hay
posibilidad de RH en ausencia del genoma viral ya que es el que contiene la
secuencia necesaria para la reconstitucion de una EGFP completa funcional. Por otro
lado, de igual manera que en experimentos anteriores, las células transducidas con el
virus donante AAV-A5-EGFP-donor presentan evidencia de RH porque aparecen
células verdes. En este caso se han obtenido 0,5% =+ 0,15% de eventos
recombinantes por pocillo. Finalmente, en las células que fueron en primera instancia
transfectadas con TALENSs y, posteriormente, transducidas con virus donante AAV-A5-
EGFP-donor, también se evidencian eventos recombinantes con una frecuencia de RH
de 3.8% = 0,7%.
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Figura 24. Microscopia de células HCT116-RCL. Aumento utilizado: 20X. En la parte superior de la figura se observan
los nucleos de las células tefidos con DAPI. En la parte media, se observa la expresiéon de EGFP en las mismas
células. En la parte inferior de la figura, se puede observar una superposicion de las dos figuras previas. En la imagen
del control se puede observar la ausencia de células verdes. Estas células han sido transfectadas con TALENS, pero
no transducidas con AAV. En las células transducidas con AAV-A5-EGFP-donor, se puede observar una sola célula
verde, de un total de 4 células verdes. Finalmente, en las células que fueron transfectadas con TALENSs y transducidas
con AAV-A5-EGFP-donor se observan 4 células verdes, de un total de 45.

6. Cambio en la frecuencia de recombinacion homéloga:
ScRad52 (Rad52 de S. cerevisiae).

Es conocido que Rad52 es una de las proteinas que interviene en la reparacion del
DNA mediante RH, y que la actividad funcional in vitro es mayor en ScRad52 que en la
proteina humana. También se ha descrito por otros un aumento en la RH de mas de
30 veces en células HeLa que sobreexpresan ScRad52, en relacién a células control
(Di Primio et al., 2005). Basandonos en estos antecedentes decidimos producir la
proteina de fusion ScRad52 recombinante en bacterias para lo que subclonamos el
gen de ScRad52, in frame con un casete aminoterminal compuesto por las regiones
His-tag, Tat y NLS (sentido 5° — 3°). La proteina fue, posteriormente, expresada,
purificada y cuantificada, y a partir de alli utilizada para realizar los experimentos de
RH.

Los experimentos realizados con la proteina de fusion ScRad52 fueron llevados a
cabo por triplicado, plaqueandose 15.000 células HCT116-RCL, 24 horas antes de

realizar el experimento. El dia del experimento se transfectaron las TALENSs, que se
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mantuvieron en cultivo por otras 6 horas, tras lo cual se sustituyé el medio de
transfecciéon por OptiMem, sobre el cual se afadieron diferentes cantidades de
ScRad52. Una hora después, se realizé la transduccion con el AAV-A5-EGFP-donor
(10° MOI), que se mantuvo durante 24 horas. Dos a tres dias después de la

transfeccion se observaron las células verdes.

En los diferentes experimentos realizados con ScRad52, hemos comprobado la
actividad de la proteina en un rango entre 0.025 ug y 12.5 g, con lo cual podemos
asegurar que la proteina de fusion que hemos producido en el laboratorio es una
proteina funcional y que, ademas, junto con las TALENSs, induce una frecuencia de RH
a 4.5% = 1% (figura 25).

El analisis estadistico de los datos obtenidos en los estudios realizados en lineas
celulares con ScRad52 se realiz6é en el programa informatico Excel mediante el cual
se calculd la desviacion estandar y el test t de Student, para muestras pareadas, pues
se trataba de muestras independientes procesadas en paralelo en cada uno de los

triplicados. Los valores obtenidos durante el analisis estadistico pueden encontrarse

23
Merge
0

Rad52 Control
TALEN+AAV TALEN+RADS52
+AAV

Figura 25. Resultado de la utilizacién de ScRad52 sobre la frecuencia de RH. A. Numero de células verdes obtenidas
en los experimentos realizados, frente a la condicidn control sin ScRad52. B. Fotografias obtenidas de la HCT116-RCL
sin tratar y tratada con ScRad52. Con (***) se indica que el resultado obtenido es estadisticamente significativos
(p<0,001). Con (I) se indica la desviacion estandar de cada experimento.

en el apartado 3.1 del anexo.
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7. Cambio de la frecuencia de recombinacion homéloga:
libreria de siRNAs.

Ya que la reparacion en las roturas en el DNA pueden ocurrir por dos mecanismos
principales, la RH y la NHEJ, y habiendo establecido que diferentes proteinas
participan en una u otra via, nos propusimos ensayar en nuestra linea celular reportera
HCT116-RCL como afectan algunas de estas proteinas al proceso de recombinacion,
utilizando la técnica de silenciamiento génico por siRNAs de varias de estas proteinas.
De esta manera, utilizamos siRNAs dirigidos contra proteinas que intervienen en la

NHEJ con lo cual se buscé favorecer los mecanismos de RH.

Dentro de la libreria contamos con siRNAs de ultima generacion, silencer select que
fueron quimicamente modificados, lo que les confiere la ventaja de ser mas estables y
mas efectivos y especificos a dosis hasta 10 veces menores con respecto a los

siRNAs normales.

Antes de llevar a cabo los experimentos con la libreria de siRNAs, se establecio
primero el protocolo éptimo para la transfeccién de siRNAs, TALENs y transduccién
del rAAV. Asi pues, se realizaron pruebas transfectando los siRNAs y a las 12, 24, 36,
48 y 60 horas se transfectaron las TALENs. A partir de los resultados obtenidos a
partir de estos experimentos se concluyd que las mejores condiciones experimentales
consistian en transfectar los siRNAs 24 horas antes de realizar la transfeccion de las
TALENS, y posteriormente el rAAV (figura 26).

| | L |

48 hs 24 hs 6 hs 24 hs 48 -72 hs

Se siembran 10.000 células en placa de 96 pocillos.

Se transfectan los siRNAs.

Se transfectan los plasmidos correspondientes a la pareja de TALENSs.
Se realiza la transduccion del virus donante (AAV-A5-EGFP-donor).

Se retira el medio de transduccion y se afade medio completo fresco.

|

Comienzan a observarse células recombinantes verdes.

Figura 26. Esquema de la realizacién del experimento con siRNAs, TALENs y rAAV. En la figura pueden observarse
los tiempos utilizados en la realizaciéon de cada uno de los pasos.
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Cuarenta y ocho horas después de haber sembrado las células en pocillos de placas
de 96, se transfectaron los siRNAs a las concentraciones correspondientes. A las 24
horas, se transfectaron las TALENs, y 6 horas mas tarde, se retir6 el medio y las
células fueron transducidas con el AAV-A5-EGFP-donor durante otras 24 horas. Dos o
tres dias después de la transduccion, las células verdes ya se observaban en el cultivo

celular.

En cada experimento se utiliz6 un siRNA control negativo y los correspondientes
siRNAs especificos, sin otros tratamientos. Se observé entonces, que la mortalidad
celular obtenida a las 48 — 72 horas no superé en ningun caso el 5% comparado con
las células sin tratar con siRNAs. Otro control ensayado consisti6 en comparar el
efecto de tratar las células tratadas con TALENs + rAAV, con y sin el siRNA control
negativo. En este caso, hemos obtenido que en las células tratadas con siRNA +
TALENs + rAAV se obtenia un numero de eventos recombinates menor que en el
obtenido en las células con TALENs + rAAV. La diferencia entre el nUmero de eventos
recombinantes es del 5% = 1%, lo cual se correlaciona con la mayor mortalidad celular

encontrada en las células tratadas con siRNA + TALENs + rAAV.

Habiéndose ensayado un total de 84 siRNAs dirigidos contra genes diferentes, todos
por triplicado, encontramos que los resultados obtenidos varian segun la molécula
utilizada, y que muchos siRNAs tienen la capacidad de aumentar la frecuencia de
recombinacion homdéloga mientras que otros, o no producen cambios, o bien,
disminuyen la frecuencia de recombinacion. En la figura 27 se pueden ver los cambios
producidos en la frecuencia de recombinacién homoéloga, causada por cada uno de los
siRNAs.

El analisis estadistico de los datos obtenidos en los estudios realizados con la libreria
de siRNAs en lineas celulares se realizé con el programa informatico Excel, mediante
el cual se calculé la desviacion estandar y el test t de Student, para muestras
pareadas, pues se trataba de muestras independientes procesadas en paralelo en
cada uno de los triplicados. Los valores obtenidos durante el analisis estadistico

pueden encontrarse en el apartado 3.2 del anexo.
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Figura 27. Resultados de la variacién en la frecuencia de recombinacién homéloga, al utilizar diferentes siRNAs junto
con TALENs y rAAV. En verde se observa el control de TALENs + rAAV, en rosa el siRNA control negativo, en morado
se observan los siRNAs que no producen aumento de RH, y en azul los que si producen aumento en RH. Dentro de los
que si producen aumento en la frecuencia de RH observamos, los de menor aumento (azul claro) y los de mayor
aumento y que fueron los elegidos para comprobar el efecto con otro siRNA dirigido contra el mismo gen (azul oscuro).
Con (*, ** y ***) se indican aquellos siRNAs que dieron resultados estadisticamente significativos (p<0,05, p<0,01 y
p<0,001, respectivamente). Con (I) se indica la desviacién estandar de cada experimento.

Definidos los siRNAs que producen aumento en el numero de células verdes
recombinantes, respecto del control, se eligieron los 12 de mayor aumento (figura 28)
para comprobar los resultados con siRNAs suplementarios. La importancia de disefiar
nuevos siRNAs que tengan como diana el mismo gen, viene dada por la necesidad de
corroborar que el efecto obtenido se deba realmente al silenciamiento del gen en
estudio y no debido al silenciamiento de otros genes que presenten algun tipo de

homologia de secuencia con el siRNA.
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Figura 28. Microscopia de células HCT116-RCL. Aumento utilizado: 20X. En la parte superior de la figura se observan
los nucleos de las células tefidos con DAPI. En la parte media, se observa la expresiéon de EGFP en las mismas
células. Y, por ultimo, en la parte inferior se puede observar una superposicién de ambos colores. En la primera imagen
se observan las células control de transfeccion (s6lo con las TALENSs), seguido por las células transducidas soélo con el
virus AAV-A5-EGFP-donor, y finalmente, las células transfectadas con TALENs y posteriormente transducidas con el
AAV. Las restantes imagenes corresponden a las transfecciones realizadas con los 12 siRNAs seleccionados mas
efectivos. Estas células se transfectaron con las TALENs 24 horas después de los siRNAs, y otras 6 horas después,
fueron transducidas con el AAV.

118



RESULTADOS.

En la figura 29 se puede comprobar la especificidad del efecto debido al silenciamiento
génico producido por la presencia del correspondiente siRNA en la célula, ya que se
han ensayado 2 siRNAs distintos dirigidos contra zonas diferentes del mismo gen,

obteniéndose resultados similares con los distintos siRNAs.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé de igual manera que para la
libreria de siRNAs, descrito anteriormente en este mismo apartado. Los valores
obtenidos durante el andlisis estadistico pueden encontrarse en el apartado 3.3 del

anexo.
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Figura 29. Resultados de la utilizacion de un segundo siRNA para comprobar que el silenciamiento génico se debid,
efectivamente, a la presencia del siRNA correspondiente. En azul se observan aquellos siRNA que producen aumento
de RH, en rosa el siRNA control negativo y, finalmente, en verde el control de TALENs + rAAV. Con (*, ** y ***) se
indican aquellos siRNAs que dieron resultados estadisticamente significativos (p<0,05, p<0,01 y p<0,001,
respectivamente). Con (I) se indica la desviacién estandar de cada experimento.

Las células tratadas con los siRNAs seleccionados, fueron analizadas para cuantificar
la progresién del ciclo celular mediante tincion con yoduro de propidio y analisis por
citometria de flujo, y los datos fueron analizados mediante utilizacion del software
Cylchred perteneciente a la Universidad de Cardiff (figura 30). Cada uno de estos

experimentos se realizé por triplicado.
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Figura 30. Ejemplo de analisis del ciclo celular utilizando un siRNA especifico frente al siRNA control negativo. Los
analisis se realizaron mediante la utilizacién del soffware Cylchred. En este analisis, en azul se observa el ciclo
completo, en rojo las fases G1y G2/M y en verde la fase S del ciclo celular. A. Se observa el ciclo celular en las células
transfectada con uno de los siRNAs (XRCC6) en las cual se obtuvo un importante aumento en el nimero de células en
fase S. B. Se observa la muestra de células donde se transfectd el siRNA control negativo, en el cual se obtuvo un
importante aumento del numero de células en fase S.

El resultado de este analisis muestra un un aumento en la fase S del ciclo celular, con
varios de los siRNAs utilizados (tabla 2), lo cual podria explicar, al menos en parte, el

aumento en la frecuencia de RH.

siRNA G1 S G2
CNGA1 298=+46 | 61,123 9,0+238
CREBBP | 251+3,1 | 536=+06 | 21,3+2,0
DNAJB4 33,1+0,2 | 50,4 =4,1 16,5+ 3,3
LIG4 272+29 | 545+58 | 18456
SMCHD1 319+15 | 51,6+43 | 16,5+1,1
WRB 22447 | 5893 +7,4 | 183+45
MLH1 183+53 | 484 +0,6 | 33,331
TAF4 27454 | 302+x46 | 423+3.3
RPS6KAS5 | 345+51 | 434+6,9 | 22,1=47
SFR1 31,2+35 | 52,0+£55 | 16,714
XRCC6 27,155 | 64,0=3,7 8,9 +3,2
siRNAC- | 332+43 | 462+06 | 206=+0,9
Control 36,025 | 57,8 =3,1 6,3+1,0

Tabla 2. Resultados obtenidos en el andlisis del ciclo celular utilizando el software Cylchred. En la tabla se observan
los diferentes siRNAs utilizados y el porcentaje de células hallado en cada una de las fases del ciclo celular a las 24

horas de realizar la transfeccion de los respectivos siRNAs.
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Finalmente, hemos ensayado diversas combinaciones de algunos siRNAs que han
sido mas eficientes en inducir RH, para estudiar un posible efecto sinérgico de ambas
dichas combinaciones (figura 31). El analisis estadistico de los datos obtenidos con
estas combinaciones, se llevd a cabo de la misma forma que para la libreria de
siRNAs, descrito anteriormente en este mismo apartado. Los valores obtenidos
durante el analisis estadistico pueden encontrarse en los apartado 3.4, 3.5 y 3.6 del

anexo.
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Figura 31. Resultados obtenidos combinando diferentes siRNAs. A. Combinacién de dos siRNAs. En naranja se
observan los dos siRNAs que mas aumento de RH dieron, de manera individual. B. Combinacion de tres siRNAs. C.
Combinacién de cuatro siRNAs. En morado se observan aquellos que no producen aumento de RH, en azul los que si
producen aumento, en rosa el siRNA control negativo y, finalmente, en verde el control de TALENs + rAAV. Con (*, ** y
***) se indican aquellos siRNAs que dieron resultados estadisticamente significativos (p<0,05, p<0,01 y p<0,001,

respectivamente). Con (I) se indica la desviacién estandar de cada experimento.

Como se observa en la figura 31.A hemos obtenido una combinacién de dos siRNAs,
CREBBP + SFR1, con la cual se obtiene un aumento en el nimero de células verdes
de mas del doble con respecto al control. También se ha visto que la mayoria de las

combinaciones usadas produjeron diferentes niveles de aumento del numero de
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células verdes, con excepcién de tres de ellas (CNAGA1 + XRCC6, TAF4 + XRCC6 y
RPS6KA5 + XRCCB6). En cuanto a las combinaciones de tres siRNAs (figura 31.B), se
observa que so6lo una de las combinaciones (DNAJB4 + LIG4 + XRCCG6) da un
aumento en el numero de células verdes, y que este aumento es muy leve, comparado
con el aumento obtenido en otros casos. Finalmente, en las combinaciones de cuatro
siRNAs (figura 31.C) si bien se obtiene un aumento, este es minimo comparado con
los aumentos obtenidos en los casos anteriores. Las combinaciones se llevaron a
cabo de manera de combinar aquellos siRNAs que han dado mayor aumento en la
frecuencia de RH en forma individual, sin embargo, restan ain por probar muchas mas

combinaciones.

8. Generacion, correccidon y transdiferenciacién de la linea
celular WASP-KO.
8.1 Diseio y construccion de los vectores p-AAV-MCS-WASP-KO
y p-AAV-MCS-WASP-wt.

En este trabajo nos propusimos mejorar la frecuencia de modificacion génica dirigida
en fibroblastos humanos, para poder aplicar estas condiciones en la correccién de
mutaciones de células derivadas de pacientes con enfermedades monogénicas de
dificil manejo clinico, como es el sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS). Es asi que, con
el objetivo futuro de poder corregir células de pacientes enfermos de WAS, y a falta de
poder contar con células de dichos pacientes, hemos decidido crear una linea celular
en fibroblastos humanos en los cuales se introduce una mutacién en el gen que
codifica para WASp. Para ello, hemos tenido en cuenta los resultados obtenidos en el
uso de diferentes siRNAs que hacen posible la aplicacion de estos, como una manera
de mejorar la RH tanto en lineas celulares como en células extraidas de pacientes que

sufren de WAS o de cualquier otra enfermedad monogénica.

Para poder construir la linea WASP-KO se disefiaron y construyeron en paralelo dos
plasmidos (p-AAV-MCS-WASP-wt y p-AAV-MCS-WASP-KO) que permitieran, uno de
ellos, introducir en el locus de WAS una mutacién que impida la produccién de la

proteina, mientras que el otro, sera el responsable de recuperar la funcion del gen.

Para llevar a cabo la construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-wt (figura 32.A), se
amplificaron por PCR dos fragmentos del gen WAS. El primero de ellos, de 1.1 kb, que
corresponde a la secuencia de los exones 3, 4,5y 6 (Arm 1) y el segundo, de 1.5 kb,

que corresponde al exéon 7 (Arm 2). Los fragmentos se purificaron y digirieron con
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Sall/Notl y EcoRI/Notl, respectivamente. En paralelo, se obtuvo un fragmento de 1.6
kb que contiene un casete de resistencia a blasticidina, mediante digestiéon con
Sall/EcoRI del plasmido pBS-Blasticidin generado en nuestro laboratorio. Los tres
fragmentos asi obtenidos, fueron aislados mediante electroforesis en gel de agarosa v,
posteriormente, se ligaron en el plasmido pAAV-MCS, previamente digerido con Notl.
Las colonias bacterianas obtenidas se amplificaron mediante minipreps, y se

comprobaron como sigue (figura 32.B):

Notl: 2.900 bp y 4.200 bp.

EcoRl/Sall: 1.600 bp y 5.500 bp.
Notl/EcoRI: 1.500 bp, 2.700 bp y 2.900 bp.
Notl/Sall: 1.100 bp, 2.900 bp y 3.100 bp.

N =

N E/S N/E N/S

bp
5000

3000

1500

Figura 32. p-AAV-MCS-WASP-wt. A. Se observan las digestiones de comprobacion del plasmido, realizadas con Notl,
EcoRl/Sall, Not/EcoRlI, y Notl/Sall, y dénde se obtienen los pesos esperados. (*) Indica una digestion parcial del vector.
B. Se observa el mapa del plasmido construido.

En paralelo se construyo otro vector (p-AAV-MCS-WASP-KO), similar al anterior, pero
que posee una mutacién en el exéon 4. Para ello se utilizé el Arm 1 obtenido
previamente, el cual se ha subclonado en el vector pBluescript Il KS +/-, para llevar a
cabo una mutagénesis dirigida. La finalidad de dicha mutagénesis fue la de introducir
una adenina (A), con el fin de generar un codon stop en la posicion 168, en el exén 4.
Una vez introducida esta mutacién en el DNA, el gen WAS no es capaz de expresarse.
Esta mutacion se ha descrito ya en pacientes de WAS, en los que se ha demostrado

ausencia de la proteina.

Una vez obtenido el plasmido a partir de las bacterias transformadas, este fue

secuenciado comprobando asi la introduccidn de la mutacién deseada.
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Una vez comprobada la mutacién, el Arm 1 fue extraido del plasmido en donde se
realizé la mutagénesis mediante digestion con las enzimas de restriccion Notl/Sall y
utilizado para la construccion del vector p-AAV-MCS-WASP-KO (figura 33). Es decir,
este vector es exactamente igual al vector p-AAV-MCS-WASP-wt, anteriormente

descrito, excepto que es portador de la mutacién que le hemos introducido.

168insA

pAAV-MCS-WASP-wt

7114 bp Blasticidina

Figura 33. p-AAV-MCS-WASP-KO. En la figura se observa el mapa del plasmido construido. 168insA indica la
mutacién generada, mediante la cual se ha introducido una adenina que genera un codén stop en la posiciéon 168 (exén
4 del gen WAS).

8.2 Construccién de los virus AAV-WASP-KO y AAV-WASP-wt.

Una vez que hemos construido los dos plasmidos mencionados en el apartado
anterior, hemos obtenido los virus adenoasociados recombinantes, AAV-WASP-wt y
AAV-WASP-KO. Como se describe en la seccion 2.3.5 de materiales y métodos, para
los produccion de los rAAV utilizamos las células empaquetadoras, AAV293. Poco
después de realizar la co-transfeccion de los 3 plasmidos (p-AAV-RC, pHelper y p-
AAV-MCS-WASP-wt o p-AAV-MCS-WASP-KO), el efecto citopatico del virus se fue
haciendo cada vez mas evidente (figura 17). Transcurridas 72 horas de la
transfeccién, las células fueron despegadas del soporte mediante raspado, y
sometidas a 4 ciclos de congelacidon/descongelacion para facilitar la lisis de las

mismas y obtener, asi, las particulas virales en suspension.

Finalmente, los virus AAV-WASP-wt y AAV-WASP-KO fueron cuantificados mediante
PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando los primers ITR S e ITR AS, especificos de
la region ITR. En paralelo se realizd una curva patrén, a partir de cantidades
conocidas del plasmido pAAV-MCS, el cual contiene también las secuencias ITRs. Se

obtuvieron titulos en el rango entre 108 — 10° particulas virales/mL.
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8.3 Diseno y construccion de nickasas CRISPR/Cas9 para WASp.

Con el objeto de aumentar la frecuencia de recombinacién homadloga entre el DNA de
la célula en estudio y el DNA donante que hemos de introducir, hemos disefiado y
construido una pareja de nickasas CRISP/Cas9, que favoreceran la insercion del DNA

donante en el DNA gendmico de la célula.

Para la construcciéon de la pareja de nickasas, se tuvieron en cuenta las referencias
bibliograficas existentes al respecto, y segun ellas, seleccionamos 2 secuencias de 20
nucledtidos separadas entre si por otros 30 nucledtidos. Dichas secuencias se
encuentran al final del Arm 1, en el intron 6. Con estas dos secuencias se obtuvieron
los primers CRISPR-WASP1 S, CRISPR-WASP1 AS, CRISPR-WASP2 S y CRISPR-
WASP2 AS, que después de ser alineados, dos a dos, in vitro, fueron utilizados para
construir cada una de las nickasas (figura 34). Cada pareja de primers alineados se
subcloné en el plasmido pX335 el cual contiene una Cas9 mutante (D10A), actuando
asi como una nickasa de DNA, motivo por el cual se necesita una pareja de ellas para

poder llevar a cabo un solo corte (nick) en cada una de las hebras del DNA.

1.1 1.2 1.3 21 2.2 23 pX335

500 bp
400 bp

Figura 34. Digestion con Ndel de los plasmidos obtenidos de ligar el pX335, con cada par de primers, previamente
anillados. Los carriles 1.1, 1.2 y 1.3 corresponden a tres clonas diferentes de la primera pareja de primers (CRISPR-
WASP1 S y CRISPR-WASP1 AS). Los carriles 2.1, 2.2 y 2.3 pertenecen a tres clonas diferentes de la segunda pareja
de primers (CRISPR-WASP2 S y CRISPR-WASP2 AS). En el ultimo carril, pX335, se observa la banda
correspondiente al plasmido vacio. Las bandas pertenecientes a la ligacion tienen un peso de 420 bp, mientras que la
banda correspondiente al plasmido vacio es de 380 bp.

8.4 Generacion de lineas celulares WASP-KO.

Se han generado células WASP-KO utilizando dos tipo celulares diferentes vy

diferentes protocolos de modificacion génica dirigida.

Primero, se quiso ensayar si el método de manipulacién génica dirigida que probamos
anteriormente en nuestra linea reportera es también efectivo cuando se utilizan células

primarias como es el caso de los fibroblastos humanos, los cuales no expresan la
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proteina WASp debido a que esta se expresa solo en células de estirpe
hematopoyética. Es asi que se procede a la generacion de fibroblastos WASP-KO,
utilizando rAAVs junto con diferentes siRNAs, que demostraron previamente un efecto

en el aumento de la frecuencia de RH en la linea celular reportera HCT116-RCL.
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Figura 35. Esquema del gen WAS wt y del gen modificado. En la parte superior de la figura se puede observar el gen
sin modificaciones y las posiciones en dénde se introdujo la mutacion, y dénde ejerceran su accion las nickasas. En la
parte inferior se ve el gen modificado. P1 (WASP S1.1 S), P2 (WASP S1.2 S) y P3 (WASP S1 AS) corresponden a los
primers utilizados para realizar las PCRs de screening y los tamafios que se obtienen de cada amplificacion.

Las células WASP-KO obtenidas de esta manera fueron analizadas posteriormente
mediante PCRs (figura 36).
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1500
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Figura 36. PCRs realizadas con diferentes clonas de fibroblastos, a partir de una dilucién limite. Las PCRs A, By C
han sido realizadas con los primers WASP S1.1 S y WASP S1 AS, como el primer WASP S1.1 S se encuentra en el
casete de blasticidina, en las clonas wt no se esperan amplificados. En D, las PCRs se realizaron con la pareja WASP
S1.2 S y WASP S1 AS. A. PCR de las clonas obtenidas en la placa correspondiente a las células nucleofectadas con
siRNA control. En ella podemos ver que en 14 clonas, no hemos obtenido positivas. B. PCR de las clonas obtenidas en
la placa nucleofectada con CREBBP. De 14 clonas se han obtenido dos positivas (+). C. PCR de las clonas de células
nucleofectadas con CREBBP+SFR1. En este caso se obtuvieron 3 positivas (+) en 14 clonas analizadas. D. PCRs de
las 5 clonas positivas (+) obtenidas en las PCRs anteriores. En la imagen observamos en el primer carril la banda de
1.8 kb correspondiente al alelo wt, proveniente de una clona wt. En el pocillo siguiente podemos observar una banda
de 1.5 kb, correspondiente a una clona pura de células que sélo contienen el alelo modificado. En los restantes carriles
observamos mezcla de células, ya que podemos observar ambas bandas.
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Habiéndose analizado 64 pocillos, de una placa de 96, de cada una de las 3
condiciones (CREBBP, CREBBP/SFR1 y siRNA control) se obtuvieron 9 muestras
positivas para la combinacion CREBBP/SFR1, 6 para CREBBP y ninguna en las
muestras analizadas para el control. A partir de esto, segun se explica en el apartado
2 de esta seccion, se calcula la frecuencia de RH obteniéndose 0.25% para
CREBBP/SFR1y 0.15% CREBBP.

Los fibroblastos WASP-KO asi obtenidos fueron posteriormente corregidos para
recuperar la expresion de WASp, tras lo cual fueron transdiferenciados a células
multipotentes hematopoyéticas CD45*, cuyos resultados se analizaran en los

apartados 8.5 y 8.7 de esta seccidn, respectivamente.

En experimentos paralelos, se intentd generar una linea KO para WASp usando como
modelo la linea celular Jurkat. Se ha elegido esta linea primero porque deriva de un
varon, y en consecuencia solo tiene un cromosoma X, siendo mas facil la generacion
de un KO para WASp (el proceso de modificacién génica debe emplearse sdélo una
vez) y ademas por ser de estirpe T, con lo cual se puede examinar la expresion de
WASp facilmente mediante Western Blot, 1o que no sucede con los fibroblastos, que

no expresan la proteina.

En la figura 37, pueden observarse las PCRs realizadas una vez obtenidas las células
Jurkat WASP-KO. Se puede observar la mayor efectividad obtenida al utilizar este
sistema en comparacion con fibroblastos primarios, ya que hemos obtenido,

directamente y sin necesidad de realizar diluciones limites, clonas KO puras.

bp wt  1(+)  2(-) 3() 4(+) bp wt o+

<—Alelo wt 1500
1500 - [— - - - <—Alelo modificado

LA

Figura 37. PCRs realizadas con diferentes clonas de jurkat. Las PCRs en A han sido realizadas con los primers WASP
S1.2 S y WASP S1 AS; mientras que las PCRs en B se realizaron con la pareja WASP S1.1 Sy WASP S1 AS. A. En la
imagen se observa en el primer carril la banda de 1.8 kb correspondiente al alelo wt, proveniente de una clona de
Jurkat wt. En el segundo carril podemos observar una banda de 1.6 kb, correspondiente a una clona pura de células
que solo contienen el alelo modificado. Los carriles 3 y 4 corresponden a células que contienen solo el alelo wt. En el
carril 5 se observan dos bandas, una correspondiente al alelo wt y otra al alelo modificado. B. En esta imagen se
observa una PCR de células wt y la del carril 2 de la PCR anterior. En el primer carril no hay amplificado ya que uno de
los primers se encuentra en el casete de blasticidina.
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Se calculo la frecuencia de RH, que fue de alrededor de 1%.

Con la clona pura de células Jurkat que contienen el alelo KO se realizo,
posteriormente, un western blot segun se describié en la seccion de materiales y
meétodos, apartado 2.1.9. Para comprobar la ausencia de proteina WASp hemos
utilizado un anticuerpo primario policlonal a-WASp, llamado K-374, que reconoce en el
extremo C-terminal de la proteina. Como anticuerpo secundario hemos utilizado un o-

IgG de conejo, marcado con peroxidasa de rabano (figura 38).

70 kDa < Banda inespecifica

<— WASp 63 kDa
55 kDa

Figura 38. Andlisis por western blot de WASp en células Jurkat. En el primer carril se observa la presencia de la
proteina de 63 kDa en las células Jurkat wt. En el segundo carril se observa la ausencia de WASp en la linea celular
Jurkat-WASP-KO.

El resultado del western blot evidencia la ausencia de la proteina en la linea de Jurkat
WASP-KO y su presencia en la linea wt, lo cual concuerda con los resultados

obtenidos previamente en las PCRs.

8.5 Tratamiento de la linea celular WASP-KO con CRE

recombinasa y posterior correccion de la misma.

Hasta ahora, como se ha explicado en el resultado anterior, disponemos de varios
clones de fibroblastos WASP-KO. Estas células poseen una mutacién ya descrita en
pacientes de WAS que no expresan dicha proteina (Jin et al., 2004). Es decir, los
clones son equivalentes a fibroblastos obtenidos de pacientes enfermos. Es por ello
que nos propusimos corregir dicha mutacion y comprobar que se recupera asi la
expresion de WASp. Esto requiere una segunda modificacién génica dirigida en dichas
células usando el método ya descrito, pero en este caso se debid utilizar el vector
donante AAV-WASP-wt. Para poder rastrear los clones corregidos, necesitamos
primero eliminar el casete de seleccion de blasticidina, presente en los fibroblastos
KO, motivo por el cual se utiliza la proteina TAT-NLS-CRE recombinante, cuya

obtencion se describe en el apartado 2.2.3 de la seccion de materiales y métodos.
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La accion de TAT-NLS-CRE se llevd a cabo en las condiciones de cultivo habituales,
tras lo cual se sembraron las células a dilucion limite con objeto de obtener clonas

individuales donde la delecion del casete de resistencia a antibiético haya tenido lugar.

Para poder determinar los clones que perdieron el casete de blasticidina y cuales no,
se analizaron las clonas mediante PCR (figura 39). Las PCRs se realizaron utilizando
los primers WASP S1.1 S y WASP S1 AS, que amplifican un producto de alrededor de

1.6 kb sélo si el casete de blasticidina no ha sido escindido.

bp

1500

Figura 39. Andlisis por PCRs de las clonas tratadas con CRE recombinasas, utilizdndose los primers WASP S1.1 Sy
WASP S1 AS. Por lo tanto, las clonas que no tienen el casete de blasticidina no amplifican y son positivas (+) para la
remocion del casete.

Habiéndose comprobado, en mas del 50% de los clones analizados, la ausencia del
casete de resistencia, se utilizd uno de estos clones para corregir la mutacion
introducida en el gen WAS. Dicho clon fue transfectado mediante nucleofeccion con la
mezcla de siRNAs CREBBP/SFR1 utilizada anteriormentes por su importante aumento
en la frecuencia de RH, y posterior infeccion con el virus AAV-WASP-wt a una MOI de
10°,

Siguiendo el protocolo habitual, se obtienen clones individuales que se analizan
mediante PCR, con los primers WASP S1.1 S y WASP S1 AS. Si ocurre amplificacién
significa que las células han sido corregidas y ahora portaran un gen WAS normal
(figura 40).

Figura 40. Analisis por PCRs de las clonas transducidas con el virus AAV-WASP3456-wt, utilizdndose los primers
WASP S1.1 Sy WASP S1 AS. Las clonas que contienen el casete de blasticidina amplifican una banda de 1.6 kb y son
positivas (+) para la correccion de la mutacion.
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Calculamos una frecuencia de RH alrededor del 0.8%, lo cual se aproxima a la

obtenida anteriormente para la linea KO.

8.6 Obtenciéon y cuantificacion del lentivirus LV-Oct4.

Para la obtencion del LV-Oct4 se utilizaron las células empaquetadoras 293-FT, sobre
las que se co-transfectaron los 3 plasmidos comerciales pSin-EF2-Oct4-Pur, psPAX2 y
pMD2.G. El LV fue, finalmente, obtenido por ultracentrifugacion del sobrenadante del

cultivo, segun se explica en el apartado 2.4.8 de la seccion de materiales y métodos.

El calculo del titulo viral obtenido se realizé mediante RT-qPCR del cDNA obtenido a
partir del vector lentiviral. Se realizd el analisis por triplicado, utilizando una curva
patrén a partir de cantidades conocidas del plasmido pSin-EF2-Oct4-Pur. El resultado
es de un titulo viral de 8x10’ copias/mL, el cual se ajusta a los titulos promedios

obtenidos por otros autores (10° — 10° particulas virales/mL. Tang et al 2015).

8.7 Transdiferenciacion de fibroblastos a células

hematopoyéticas.

La conversion de fibroblastos se realizd siguiendo el protocolo establecido por Szabo
et al.,, 2010, en donde se demuestra que es posible obtener células de estirpe
hematopoyética a partir de fibroblastos mediante transdiferenciacién. La
transdiferenciacion, es el proceso mediante el cual una célula somatica de
determinada estirpe se convierte en una célula somatica de estirpe distinta sin pasar

primero por un estado de célula progenitora pluripotente.

La razén que nos llevo a ensayar este protocolo fue la necesidad formal de demostrar
que una vez corregida la mutacion en el gen WAS, la capacidad de dichas células de
transdiferenciarse a células hematopoyética no se ve afectada, y que ademas, las

células obtenidas por este método son capaces de expresar WASp normalmente.

Para llevar a cabo este procedimiento se utiliz6 una placa de 12 pocillos, cuyos
pocillos se cubrieron con matriz geltrex. Una vez retirada la matriz, se sembraron los
fibroblastos corregidos (Fibs-WASP+). A las 24 horas de haber sembrado las células,
se realizo la transduccién con el LV-Oct4 a una MOI de 10° Veinticuatro horas
después, se retir6 el medio de transduccion y se afadi6 FCM suplementado con 300
ng/mL de SCF y 300 ng/mL de It3L. Se utilizaron estas dos quimiocinas, ya que se

demostré que son necesarias para la diferenciacién in vifro de células madres
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pluripotentes a precursores hematopoyéticos. Este medio suplementado, se usé

durante todo experimento, cambiando cada 2 dias el medio, hasta el dia 37.

A partir del cuarto dia de realizada la transduccion con el lentivirus, comenzaron a
observarse cambios en la morfologia de los fibroblastos, que comienzan a agruparse
para formar agregados de células redondeadas, los cuales se observan mejor al

séptimo dia post-transduccion (figura 41).

Figura 41. Microscopia de fibroblastos transdiferenciados a células CD45". A. Iméagenes tomadas con un aumento de
40X. Muestran como los fibroblastos van perdiendo su forma fusiforme y comienzan a redondearse y acortarse para
formar células redondas, que son las células hematopoyéticas. B. Se observan las mismas células con un aumento de
100X. Las flechas azules indican los fibroblastos que aun permanecen como tal. Las flechas rojas indican los
fibroblastos que se han transdiferenciado a células CD45".
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Una vez finalizado el experimento, 37 dias después de haber transducido las células
con el LV-Oct4, se despegan las células de la placa utilizando Colagenasa IV. Las
células asi obtenidas fueron, posteriormente, centrifugadas y lavadas antes de realizar

la tincién con los anticuerpos correspondientes y la lectura en el citdmetro de flujo.

Las células fueron divididas en 4 alicuotas, segun se explica en detalle en el apartado
2.4.10 de la seccion materiales y métodos. La primera de ellas, se utilizé como control
negativo; la segunda fue tefiida con un anticuerpo a-CD45-PE-Cy7; la tercera fue
sometida a tincion intracelular con un anticuerpo a-WASP-APC; vy, finalmente, la
cuarta fue sometida a un doble marcaje con los anticuerpos a-CD45-PE-Cy7 para
tincibn de membrana, en primer lugar, y a-WASP-APC, para tincién intracelular, en

segundo lugar.

En la figura 42 se pueden observar los analisis realizados en las muestras de Fibs-
WASP+ ftransdiferenciados (Fibs-WASP+ T) y no transdiferenciados (Fibs-WASP+
NT). En la figura 42.A se observa una poblacion correspondiente a las células
hematopoyéticas CD45" que aparecen en los Fibs-WASP+ T, lo que no ocurre en los
Fibs-WASP+ NT. La poblacion que presenta el marcador CD45 en su superficie
celular, corresponde con el 30% de las células que se han sometido al proceso de
transdiferenciacion. En consecuencia con este resultado, en la figura 42.B, se puede
observar que la curva correspondiente a WASp se desplaza a la derecha, lo cual
indica que, en las células transdiferenciadas existe una poblacién capaz de producir la
proteina. Sin embargo, las células capaces de producir WASp son practicamente la
mayoria de los Fibs-WASP+ T, lo cual puede ser explicado teniendo en cuenta que se
ha descrito que la proteina comienza a producirse en estadios previos a la expresion
de CD45, en las células CD45CD31" (Mufioz et al., 2012). Los casos hasta aqui
mencionados corresponden a la tincidn realizada con uno solo de los anticuerpos, y

que por tanto, detecta o CD45 o WASp, pero no ambos.

En la figura 42.C se observa la proteina WASp, con un resultado similar al obtenido en
a figura 42.B, con la diferencia de que en este caso las células han sido sometidas a
una doble tincidn, utilizando un anticuerpo de tincién intracelular, a-WASP-APC (FL6),
y un anticuerpo de tincion membrana, «a-CD45-PE-Cy7 (FL5). Es importante
mencionar que en estas células no aparece una poblacion de CD45". Seglin hemos
visto en experimentos previos, esto podria deberse a que al fijar y permeabilizar las
células para tincion intracelular de WASp, el CD45 que se encuentra en la membrana

de la célula podria perderse, o bien, el anticuerpo liberarse de la unién a CD45. Aun
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asi, observando las figuras anteriores, es evidente la aparicion de una poblacién de

células CD45" y de células que expresan WASp.
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Figura 42. Analisis por citometria de flujo de los fibroblastos corregidos, transdiferenciados y no transdiferenciados. A.
Andlisis de CD45 en ambas poblaciones celulares, donde se observa la aparicién de una poblacién CD45" en los
fibroblastos transdiferenciados. B. Analisis de WASp, que aparece aumentado en los fibroblastos corregidos y
transdiferenciados. C. Analisis de WASp en células sometidas a doble tincion para WASp y CD45. También aqui se
evidencia el aumento de dicha proteina en los fibroblastos transdiferenciados.

Finalmente, con estas células corregidas y posteriormente transdiferenciadas (Fibs-

WASP+ T), realizamos un western blot (figura 43).

wt KO Fibs-T

70 kDa <—Banda inespecifica

<—WASp 63 kDa

55 kDa

Figura 43. Western blot para evaluar la expresion de WASp en fibroblastos transdiferenciados a células
hematopoyéticas. Se utilizan como control positivo, la linea Jurkat, y como control negativo, los fibroblastos KO.
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Con este western blot, comprobamos la expresion de la proteina WASp, usando como
control la expresién en células Jurkat, que expresan la proteina en gran cantidad
(control +), en células y Jurkat KO que no la expresan (control-). Segun se puede
observar en la figura, las células corregidas son ahora capaces de expresar la proteina
WASP, lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos mediante citometria de

flujo.
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"Duda siempre de ti mismo, hasta que los datos no dejen lugar a dudas”
Louis Pasteur (1822 — 1895)
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1. Linea celular reportera.

Segun lo explicado previamente, se obtuvo una linea celular reportera HCT116-RCL
en la que comprobamos, en primer lugar, la insercion sitio especifica del constructo,
dentro del genoma de la célula diana; en segundo lugar, comprobamos mediante
PCR, que la insercion del DNA exégeno que contiene la EGFP truncada en el extremo
3" en la célula diana, se ha realizado so6lo en uno de los dos alelos posibles; y, en
tercer lugar, comprobamos que no existen células que expresen la proteina
fluorescente verde en ausencia del rAAV, y que las células verdes que aparecen

indican con seguridad que ha sucedido RH.

Es importante mencionar que, cuando decidimos generar una linea celular reportera,
nos propusimos introducir nuestro transgén en un locus conocido. Mas en concreto, un
locus de los llamados inocentes, es decir, aquel cuya modificacion no se espera que
produzca ninguna alteracion funcional en la célula. Hoy en dia se conoce que un locus
seguro debe ser capaz de expresar de manera estable el transgén que se inserta, a la
vez que es de vital importancia su seguridad en cuanto a que no debe interferir con el
funcionamiento celular ni con la regulacién génica (Silva et al., 2011). Actualmente se
conocen, al menos, 3 loci que cumplen estas caracteristicas y son: el sitio AAVS1
(sitio de integracion 1 del virus adenoasociado) en el cromosoma 19; CCRS5 (receptor
de quimiocinas 5) en el cromosoma 3; y el ortdlogo humano del locus de ratén
ROSA26 también en el cromosoma 3. Si bien hasta el momento estos 3 loci parecen
buenos candidatos para la introduccion de un transgén, falta por conocer si son
completamente seguros respecto, por ejemplo, a las consecuencias que pueda tener
la integracion de un DNA exdgeno en este sitio sobre los genes vecinos. Nosotros
hemos elegido el sitio AAVS1, fundamentalmente porque se ha comprobado
previamente que la expresion de GFP en esta localizacion es 6ptima, mayor, por
ejemplo, que cuando se inserta el mismo gen en el locus CCR5 (Sadelain et al., 2011).
Recordemos que el sitio AAVS1, se encuentra en el intrén 1 del gen de la fosfatasa 1
subunidad regulatoria 12C (PPP1R12C, también conocida como MBS85), que codifica
para una proteina sin funcidon conocida hasta el momento y cuya ausencia, no es

causante de patologia (Henckaerts et al., 2010).

El uso de este sitio presentaba, ademas, la ventaja de que existe una nucleasa
comercial de tipo ZFN capaz de introducir una rotura en la doble hebra del DNA. Esta
nucleasa ZFN-AAVS1 se ha usado, simplemente, para facilitar la introduccién de
nuestro transgén en el sitio AAVS1 puesto que, como se ha comentado, se favorece

asi la RH en presencia de un DNA homologo donante.
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La construccion de la linea reportera fue llevada a cabo en células humanas HCT116,
las cuales tienen una mutacion en el gen MLH1 que, como ya se menciond
anteriormente, favorece la reparacion del DNA mediante RH. Otras lineas reporteras
han sido previamente descritas, como es el caso de la linea XR1. Esta linea fue
generada en un mutante derivado de la linea celular CHO (linea celular de ovario de
hamster chino), que no expresa XRCC4, proteina que interviene en el proceso de
NHEJ. Asi mismo, el genoma de esta linea celular contiene dos casetes inactivos del
gen de resistencia a neomicina, de los cuales, el primero, incorpora un sitio de
restriccion para la enzima I-Scel, y el segundo para Ncol, y ambos estan separados
por otro casete de resistencia, en este caso a higromicina. Cuando ocurre RH entre la
linea celular y un plasmido que codifica para la enzima |-Scel, se constituye un casete
de resistencia a neomicina funcional, lo cual convierte a las células en resistentes
frente a este antibidtico (Delacbte et al., 2002). Esta linea, presenta una desventaja a
la hora de realizar estudios cuyos resultados deban ser posteriormente extrapolados a
células humanas, puesto que es una linea murina, es asi que la linea construida por
nosotros parece una mejor opcion. Por otro lado, ambas lineas comparten el hecho de
contener una mutacion en un gen que interviene en vias de recombinacién no
homdloga, lo cual es favorable para estudios de recombinacion homodloga. Otra linea
reportera descrita en la literatura es la linea DR-GFP, la cual esta compuesta de dos
genes EGFP mutados de manera diferente, y separados por un casete de resistencia
a puromicina. En uno de los genes EGFP se introduce un sitio de restriccién para la
enzima I-Scel, mientras que en el otro se introduce un sitio para Bcgl, lo cual hace que
ambos sean inactivos y no expresen la proteina fluorescente verde. Cuando el sitio de
I-Scel es escindido por la accién de la endonucleasa (codificada por un plasmido),
ocurre RH entre ambos genes recuperandose la expresion de la proteina fluorescente
verde. Esta linea DR-GFP tiene la ventaja de haberse construido en células humanas,
Hela, pero tiene la desventaja de presentar una mutacién en el gen XRCC3, el cual se
ha visto que promueve la reparacién de las DSBs mediante RH, y que por lo tanto,
ante su ausencia se veria favorecida la reparacién mediante NHEJ. Otra desventaja
que presenta esta linea celular, con respecto a nuestra linea reportera es que se
observaron casos de aparicion de células verdes, incluso en ausencia de transfeccion
del plasmido que codifica para I-Scel, lo cual se atribuye a fendmenos de mutacion
espontanea que no fueron comprobados (Pierce et al., 1999). Este fendmeno no fue
observado en nuestra linea celular, debido a que la secuencia de la EGFP se
encuentra dividida en dos DNAs diferentes, por lo cual, la Unica manera de que se
observen células verdes, es que ocurra RH entre las secuencia contenida en la
HCT116-RCL (EGFP truncada en el extremo 3°) y la secuencia del AAV-A5-EGFP-
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donor (EGFP truncada en el extremo 57). Asi mismo, debemos recordar otra de las
ventajas que posee nuestra linea con respecto a esta ultima y es la de ser deficiente
en el gen MLH1 , por lo que, la proteina codificada por este gen, que interviene en el
sistema de reparacion de desemparejamientos (mismatch repair system) no es
expresada e, indirectamente, se favorece la RH como mecanismo de reparacion en

dichas células.

Coémo mencionamos anteriormente, para llevar a cabo la correccion de EGFP y
obtener asi una proteina funcional, se anadio el virus AAV-A5-EGFP-donor a la linea
reportera. El hecho de utilizar este vector viral en lugar de un plasmido, es debido a
que la eficiencia de recombinacién entre un rAAV y el DNA diana es mayor que en el
caso de un plasmido. Se conoce también que, para que ocurra modificacion génica
dirigida con rAAVSs, este vector debe contar con, al menos, 150 bases en el extremo 5°
y 500 bases 3" que sean homologas al sitio de insercion (Vasileva et al., 2005), lo cual
se cumple en nuestro caso, ya que en el extremo 5" tenemos unas 600 bases que
encuentran su homologia en el genoma de la linea celular reportera, mientras que en
el extremo 3, el brazo completo (1.3 kb) es homdlogo al sitio AAVS1. La modificacion
génica dirigida requiere de la via de la RH, mientras que la NHEJ no interviene en el
proceso. Para que se lleve a cabo este mecanismo, es muy importante que el genoma
del rAAV sea ssDNA. Se hipotetiza, que las ITRs del virus recombinante se
asemejarian a roturas en el DNA, lo cual podria inducir respuestas de reparacion del
tipo de las que ocurren cuando existen situaciones de dafios en el DNA. Para el inicio
de la RH entre el rAAV y el gen a modificar, y tras la remocion de la capside viral, RPA
(proteina de replicacion A) se une a la cadena de DNA sencilla del rAAV, tras lo cual
se recluta el complejo BRCA2-RAD51 que sustituye a RPA. Se cree que, luego,
XRCC3 podria favorecer la formaciéon del filamento nucleoproteico por parte de
RAD51, en la cadena de DNA sencilla del rAAV. El filamento de RAD51 encuentra y
se empareja con la secuencia homologa complementaria en el genoma de la célula
diana, en el locus a modificar. Esto requiere, ademas, que las helicasas RAD54L y
RADS4B, interaccionen con RAD51 y desenrollen la doble hélice de DNA, tras lo cual
se produce la modificacién en una de las cadenas del DNA (Vasileva et al., 2005).
Esta podria ser la explicacion de como ocurre la recombinacion entre nuestro virus
adenoasociado recombinante y el genoma de la células reportera, y la explicacién de
por qué los rAAV son una muy buena opcién a la hora de llevar a cabo diferentes

protocolos de terapia génica.

Por otro lado, hemos obtenido el virus donante AAV-A5-EGFP-donor, y hemos

comprobado que cuando se transfecta en la linea celular parental de la que deriva la
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célula reportera, no aparecen ceélulas verdes; solo se generan células verdes cuando
el virus donante infecta la célula reportera. Ademas, se clonaron varias de las células
verdes recombinantes obtenidas, se expandieron y se analizé mediante secuenciacién
el nuevo gen recombinante, comprobandose en todos los casos la secuencia,
esperada sin mutaciones. Aparentemente, la expresion del transgén es constante,
puesto que no se observé desaparicion o disminucion de la sefial fluorescente
después de numerosos pases de los clones, durante mas de tres meses en cultivo.
Ninguno de los clones presentd anormalidades morfologicas o alteraciones en la tasa
de crecimiento, y el analisis del ciclo celular no mostré diferencias respecto a las

HCT116 wild-type en la distribucién de poblaciones en el ciclo.

También ensayamos en 12 clones diferentes la eficiencia de RH obtenida,
comprobandose una variacion significativa en cuanto a la frecuencia de RH entre
clones distintos, lo que podria explicarse por un efecto clonal. Es decir, las células
usadas para el experimento representan una poblacion policlonal que, probablemente,
da lugar a un ambiente gendmico y protedmico diferente para cada una, y que hace
que éstas respondan también de forma diferente en cuanto a la mayor o menor

permisividad de RH para condiciones experimentales iguales.

A pesar de la utilidad comprobada de esta linea reportera, se obtenia un numero de
recombinantes relativamente bajo, lo cual representaba un problema para el calculo de
variaciones de eficiencia recombinatoria, cuando haciamos los ensayos en placas de
96 pocillos (escaso numero de células), utilizando muchas variables experimentales
simultaneamente. Asi que decidimos utilizar un método que incrementara el numero
de eventos recombinatorios; este método consisti6 en la adicion de nucleasas
especificas que introducian un DSB en el locus a modificar (Humbert et al., 2012); asi

nacio la idea de construir una pareja de nucleasas TALENSs.

Cabe recordar que las TALENs son proteinas de fusion, compuestas por un dominio
modular de unién a DNA y por un dominio enzimatico (Fokl), que realiza la escisién de
la doble hebra. Habiendo disefiado las TALENs para que reconozcan y corten una
secuencia muy préoxima al gen EGFP mutado, fuimos capaces de inducir un
importante incremento en la frecuencia de RH mediante la utilizacion del AAV-A5-
EGFP-donor, como DNA donante. También observamos que las células mantienen su
viabilidad normal, lo que nos permite pensar que la pareja de plasmidos que codifican

para las TALENs no son tdxicas para las células tratadas.

Si bien se obtuvieron los resultados esperados, es decir, un importante aumento en la

frecuencia de RH, somos conscientes de la posibilidad de cortes en sitios fuera de la
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diana (off-target), por lo que, estas nucleasas se han utilizado sélo en los
experimentos preliminares realizados en la linea reportera. Es decir, su finalidad no
fue otra que la de permitirnos aumentar el nimero de células verdes recombinantes, y
con ello facilitarnos el contaje de las mismas. Sin embargo, idealmente se pretende
aplicar los reactivos mas eficaces conocidos, pero sin el uso de las nucleasas, de
forma que pudiera obtenerse de manera mas segura un aumento suficiente de RH que

permita la futura traslacién clinica de los nuevos métodos.

2. Cambios en la frecuencia de recombinacién homéloga.

Como hemos mencionado al finalizar el apartado anterior, los ensayos llevados a cabo
en la linea reportera tienen como objetivo final el hallazgo de diversos reactivos que
por si mismos 0 en combinacion, sean capaces de incrementar la frecuencia de RH de

manera significativa.

Es sabido que la proteina humana Rad52 (hRad52) existe en una conformacion
heptamérica, que se une a una cadena sencilla de DNA promoviendo asi la hibridacion
de ésta con su hebra complementaria, y estimulando la RH mediada por Rad51
(Sugiyama et al., 1998). Algo similar ocurre con ScRad52, el gen de levaduras
Saccharomyces cerevisiae ortdlogo de RAD52 humana, donde se ha visto que cuando
la proteina esta ausente, estas levaduras acumulan mutaciones, a la vez que
muestran una incrementada sensibilidad a los agentes que dafian el DNA, debido a su
importante rol durante el proceso de RH (Lok et al., 2012). A pesar de que, tanto la
proteina humana como la de la levadura, comparten propiedades fisico-quimicas
similares y la afinidad preferente por las cadenas de DNA sencilla, su capacidad para
inducir RH, no es la misma. Esto podria deberse a las diferencias estructurales que
existen entre hRad52 y ScRad52, ya que la proteina humana contiene 418
aminoacidos, frente a los 471 de la levadura, encontrandose que 33 aminoacidos que
aparecen en el extremo N-terminal de la proteina de la levadura, no estan presentes
en la proteina humana, ademas de que entre los aminoacidos 34 y 198 solo hay un
46% de homologia; mientras que en el extremo C-terminal de ambas moléculas hay
poca o ninguna homologia. Asi mismo, ScRad52 posee una mayor afinidad por las
hebras de DNA simple que la proteina humana y, por ende, es mas eficiente a la hora
de promover el intercambio de cadenas durante el proceso de RH (Kalvala et al.,
2010). Todas estas diferencias entre ambas nos llevaron a seleccionar ScRad52 para
nuestros ensayos. Por ello, hemos construido un vector de expresion en bacterias

para la produccion de la proteina recombinante, con objeto de aplicarlo en los
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experimentos de recombinacion homéloga en la linea celular reportera HCT116-RCL.
Asi, hemos podido comprobar que la proteina de fusion fue construida de manera
correcta, ya que la misma penetra no solo la membrana celular, sino también la
membrana nuclear, llegando asi al ndcleo donde es capaz de cumplir su funcién

correctamente.

Cuando la proteina ScRad52 se utilizé para tratar la linea reportera, en presencia de
nucleasas quiméricas TALENs y rAAV se ha conseguido aumentar la frecuencia de
RH mas de lo que se incrementd con el s6lo uso de nucleasas y rAAV. Este resultado
no soélo es indicativo de la correcta funcionalidad de la proteina obtenida, sino que
ademas, confirma la capacidad de la proteina de S. cerevisiae de provocar un

aumento de la frecuencia de RH también en células humanas.

El incremento en la frecuencia de recombinacion homdéloga inducido por ScRad52,
junto con la reduccion de la NHEJ del DNA, se corresponde con la idea de que ambas
vias de reparacion son alternativas y competitivas entre si. A su vez, ScRad52
también parece unirse a Ku, un complejo implicado en la union temprana a roturas del
DNA y que inicia la via de NHEJ, explicando asi la disminucion de las inserciones al
azar (Di Primio et al., 2005).

Ensayamos, también, otras alternativas experimentales con nuestra linea reportera,
como es el caso del compuesto quimico denominado RS-1 ((3-[(benzylamino)sulfonyl]-
4-bromo-N-(4 bromophenyl)benzamide) del que se ha publicado que induce un cambio
alostérico en el filamento de RAD51 y aumenta la RH en fibroblastos humanos sin
afectar la viabilidad celular (Jayathilaka et al., 2008). Nosotros hemos realizado
diversos ensayos con este quimico en la linea celular reportera HCT116-RCL
utilizando diferentes condiciones, entre ellas, la que se describe en el ensayo realizado
por Jayathilaka et al. Sin embargo, en todos los casos hemos obtenido una elevada
mortalidad celular, a todas las concentraciones ensayadas, lo que podria explicarse
por una excesiva sensibilidad a dicho quimico de nuestra célula reportera en
comparacion con los fibroblastos, que son las células que se usaron en dicha
publicacion con lo cual no somos capaces de concluir sobre su efecto en la frecuencia
de RH.

Ademas de la proteina de fusion y el quimico ya comentados, también decidimos
explorar como la deficiente expresion de ciertas proteinas podria afectar a la RH; para
lo cual se utilizaron diferentes RNAs pequenos de interferencia (siRNA). Es asi que se
disefio una libreria de 84 siRNAs cuyos genes dianas codifican proteinas que en su

mayoria estan implicadas directamente en el proceso de NHEJ, y otras de funcién
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poco conocida que, indirectamente, parecen afectar dicho proceso. Nuestro
objetivo, ha sido utilizar herramientas que eviten en lo posible la correccion génica
que pueda introducir errores en el genoma, lo cual se conseguiria favoreciendo las
vias implicadas en RH, asi como inhibiendo las que participan en NHEJ (Moynahan et
al., 2010).

A pesar de que la libreria incluye siRNAs para los que se ha descrito, en mayor o
menos medida, cierto efecto en el proceso de reparacién génica, solamente en 12 de
ellos hemos podido constatar un aumento de la frecuencia de RH en nuestra linea

celular reportera.

Uno de estos, esta dirigido contra XRCC6, un gen que codifica para la proteina Ku70,
que funciona formando un heterodimero con Ku80. Este complejo, actua durante el
proceso de NHEJ bloqueando los extremos que se producen durante un DSB, y
manteniéndolos muy proximos entre si, lo cual evita que ocurra la reseccion de los
extremos 5°, proceso necesario para la activacion de la via RH (Chapman et al.,
2012). Es asi que, la disminucidon inducida en la expresion de Ku previene el inicio de
NHEJ y, determinaria que la reparacién ocurra sobre todo mediante RH. Hay que
decir, que para cada uno de los 12 siRNAs potenciadores de RH, hemos realizado
también ensayos de ciclo celular en paralelo. Esta descrito (Langerak et al., 2011) que
los fenédmenos de RH y NHEJ no ocurren con la misma frecuencia en todas las fases
del ciclo celular, lo que se explica sobre todo por la diferente expresion de las distintas
proteinas implicadas en uno u otro proceso en las distintas fases. NHEJ ocurre sobre
todo en GO, G1 y S temprana, mientras que RH predomina en la fase S tardia y G2 del
ciclo celular. El tratamiento con siRNA para Ku, produce un aumento del porcentaje de
células en fase S respecto al control no tratado, lo que podria explicar en parte, el
aumento observado en la frecuencia de RH. Este efecto sobre el ciclo celular del
siRNA-Ku no produce incremento de mortalidad celular y es transitorio, ya que los
niveles del siRNA transfectado disminuyen naturalmente en pocos dias. Por lo tanto,
deberia considerarse la posibilidad de incluir este o cualquier otro siRNA con similar
efecto, en los protocolos de modificacién génica dirigida para aumentar la probabilidad
de éxito, por aumento de la frecuencia de RH, sin aumento significativo de la

mortalidad celular.

El uso de un siRNA contra XRCC6BP1 (proteina de unién a XRCC6, también llamada

KUB3) es otro de los que da lugar a un aumento de la frecuencia de RH. La union de

XRCC6BP1 a Ku70 sugiere una intervencion de esta proteina en la via de la NHEJ

(Yang et al., 1999), probablemente debido a que cumple su funcion en la regulacién de

dicha via (Fischer et al., 2013). Se ha visto la amplificacion y sobrexpresion de este
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gen en glioblastomas, lo que esta directamente relacionado con la capacidad de estas
células de presentar resistencia frente a ciertos tipos de farmacos que inducen DSBs
en el DNA de las mismas (Fischer et al., 2007). Lo hasta aqui expuesto podria ser la
causa de que al utilizar este siRNA, y disminuir por tanto la expresion de este gen, se
produzca una disminucion en la via de la recombinacion no homodloga e
indirectamente, se favorezca la reparacién de las rupturas generadas por las TALENs
haciendo uso de la via de la RH. Al realizar el analisis del ciclo celular en las células
con el gen XRCC6BP1 silenciado, no se encontraron variaciones con respecto al
control, ni en cuanto a la distribucién de las células en las diferentes fases del ciclo, ni
en cuanto a la viabilidad celular, lo cual hace de este siRNA una molécula capaz de
ser utilizada con eficiencia en ensayos de modificacion génica dirigida. Es importante
destacar que, hasta donde sabemos, no hay ninguna publicacion que describa el
efecto de esta proteina sobre la frecuencia de RH y suponemos que su accion es

indirecta, a través de Ku70.

Otro de los siRNAs que causan aumento de la frecuencia de RH es el que esta dirigido
contra el gen SFR1 (Swi five-dependet recombination repair protein 1). Sfr1
interacciona con la proteina Swi5 en una relacién estequiométrica 1:1, interaccién
sujeta a la formacion del complejo por ambas proteinas, ya que ninguna de las dos por
separado son capaces de producir el efecto funcional del complejo, que consiste en
estabilizar el filamento nucleoproteico formado por Rad51, con lo cual se estimula el
intercambio de cadenas mediado por Rad51 (Tsai et al., 2012). De acuerdo a lo dicho,
cabria esperar que al utilizar un siRNA frente a este gen, hubiésemos obtenido una
frecuencia de RH disminuida cuando, por el contrario, se ha obtenido el efecto
opuesto, un aumento en dicha frecuencia. Se conoce que existen otras proteinas,
como Rad54, o complejos de proteinas, como Hop2-Mnd1, que puedan suplir la
funcién del complejo Swi5-Sfr1. Segun esto, hipotetizamos que la formacién del
complejo Swib5-Sfr1, podria actuar regulando de alguna manera la actividad de estas
proteinas mencionadas, es decir, en caso de haber una disminucién de SFR1 o Swi5 e
indirectamente del complejo, estas otras proteinas o complejos de proteinas podrian,
ya sea por sobrexpresion o bien, por cumplir una funcién antes llevada a cabo por
Swi5-Sfr1, tener un efecto cuya consecuencia sea el aumento en la frecuencia de RH.
Asi mismo, se ha demostrado que células KO para el gen SFR1 proliferan con la
misma cinética, y presentan la misma distribucion en el ciclo celular que las células
wild-type, lo cual indica que esta proteina no es esencial en la proliferaciéon ni en la
viabilidad celular (Akamatsu et al., 2010) y, de manera indirecta, estaria indicando que

tampoco es esencial para la RH, ya que se conoce que la ausencia total de RH es
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causa indirecta de inestabilidad gendmica que pueden acabar en detencién del ciclo
celular e incluso en la muerte de las células (McCabe et al., 2006). Sin embargo,
nosotros observamos que nuestras células proliferan normalmente, que son capaces
de formar clonas y mantenerlas en el tiempo, a la vez que no se ve afectada la
viabilidad celular. Tampoco hemos observado variaciones en la distribucion celular a lo
largo de las diferentes fases del ciclo celular, comparada con el control sin tratar, con
lo cual, este siRNA podria utilizarse, sin mayores inconvenientes, en ensayos de
modificacion génica dirigida.

Por otro lado, comprobamos que el siRNA dirigido contra el gen CNGA1, también es
capaz de generar un incremento en la frecuencia de RH. La proteina codificada por
este gen esta involucrada en la foto-transduccion de sefiales en la retina del ojo, es
decir que, esta proteina interviene en el proceso por el cual la luz se convierte en
sefales eléctricas (Nache et al., 2006). Si bien no conocemos de qué manera puede
estar involucrado este gen en las vias de reparacién del DNA, creemos que de alguna
manera podria intervenir en el ciclo celular ya que segun hemos visto en experimentos
de citometria de flujo, la mayor parte de las células transfectadas con este siRNA se
encuentran en la fase S del ciclo celular, lo cual no ocurre en la poblacion utilizada
como control, y tampoco se evidencia una mortalidad celular significativa. El elevado
porcentaje de células en fase S podrian explicar, al menos parcialmente, el porqué del

incremento en la RH.

Otro siRNA que produce un aumento en la frecuencia de recombinacion homdéloga, es
el dirigido contra el gen CREBBP (proteina de unién a CREB, o también CBP, del
inglés, CREB binding protein), una acetiltransferasa de histonas que se expresa de
forma ubicua y esta implicada en la coactivacion transcripcional de muchos factores de
transcripciéon diferentes. La acetilacién de histonas tiene por funcién neutralizar las
cargas positivas de dichas proteinas con lo cual se reduce la capacidad de estas para
unirse al DNA, lo que lleva a la relajacion de la cromatina, y facilita el reclutamiento de
factores de transcripcion y de la maquinaria de transcripcion a secuencias especificas
de DNA (Valor et al, 2013). Tanto CREBBP como p300, otra proteina
acetiltransferasa, tienen la capacidad de acetilar y regular la actividad de varios
factores de transcripcién entre los que se encuentran p53, E2F, NF-xB y c-Myc. La
acetilacion, en estos casos, afecta tanto la capacidad de estos factores de unirse al
DNA, como también, la capacidad de reclutar otras proteinas (Turnell et al., 2006). Por
ejemplo, CREBBP y p300 funcionan como co-activadores para la proteina supresora
de tumor p53, lo que sugiere una actividad indirecta en la supresion de tumores. Por

otro lado, se ha visto que la reduccién en la expresion de CREBBP en células
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quiescentes tiene por resultado la induccidon de c-myc y la entrada en fase S del ciclo
celular, a la vez que también se observd que una disminucidn en la expresion de p21 'y
una hiperfosforilacion de p107 y 130 (los tres, reguladores negativos del ciclo celular),
lo que podria también contribuir en la entrada a la fase S del ciclo celular (Rajabi et al.,
2005). Segun los resultados que hemos obtenido mediante el silenciamiento génico de
CREBBP, hipotetizamos que el incremento en la frecuencia de RH podria estar
relacionado con las dianas de CREBBP. Es decir, seria una causa indirecta de la
disminucion de CREBBP que podria deberse, como se menciond anteriormente, tanto
a la regulacion a la alta por parte de c-myc, como a la disminucion de los reguladores
negativos del ciclo celular, dando como resultado un mayor numero de células en fase
S del ciclo celular, y por tanto, una mayor capacidad para recombinar de manera
homdloga. Este aumento del numero de células en la fase S del ciclo celular ha sido
comprobado por nosotros en los ensayos de ciclo celular, donde se obtuvo la mayoria
de las células en dicha fase, Sin embargo, si bien hasta aqui es un buen resultado en
cuanto a la obtencion de un numero mayor de células recombinantes, con respecto al
control, se conoce que cuando CREBBP no es capaz de llevar a cabo su funcion,
aumenta el riesgo de aparicion de células tumorales, lo cual podria deberse tanto a un
crecimiento celular desmedido, debido a la regulacion a la alta de c-myc, como
también a la inhibicion de la funcion supresora de tumor por parte de p53 (Karamouzis
et al., 2007).

Otro de los siRNAs que utilizamos y con el que hemos logrado aumentar la frecuencia
de RH, es aquel dirigido contra TAF4 (factor asociado a la proteina de uniéon a TATA, 4
del inglés, TBP (TATA binding protein) association factor 4). TAF4 actua en diferentes
vias de senalizacién, como un importante coactivador que interactia con CREBBP o
con p300 para potenciar la funcion de CREB, observandose que la ausencia de TAF4
disminuye drasticamente la actividad transcripcional de CREB (Davidson et al., 2005).
Es probable, que esta interaccidén pueda ser la explicacion de por qué del aumento en
la frecuencia de recombinaciéon homodloga, tal como hemos explicado para el siRNA
previo. Sin embargo, el aumento que hemos obtenido, silenciando este gen ha sido
inferior al obtenido con el silenciamiento de CREBBP, por lo cual creemos que, o bien
el silenciamiento por parte de TAF4 es tal que, aun existe proteina capaz de
interactuar con CREBBP o p300; o bien, que al ser un efecto todavia mas indirecto
que el causado por CREBBP, este efecto sea menor a la hora, por ejemplo, de inducir
la entrada de las células en fase S del ciclo celular. Si hablamos del ciclo celular,
hemos de decir que se ha comprobado que, en ratones deficientes en TAF4 se

reducen las células en G1 y aumentan las células en S y G2 (Bahat et al., 2013),
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mientras que nosotros hemos visto que el mayor aumento en el ciclo celular se da en
la fase G2, lo cual podria explicar de otra manera el aumento de la frecuencia de RH,
pero también la diferencia encontrada en cuanto al incremento en la frecuencia de RH
causado debido al silenciamiento de este gen, comparado con el silenciamiento de
CREBBP.

Otro de los siRNAs con que hemos conseguido aumentar la frecuencia de RH es el
siRNA contra DNAJB4, también llamado HLJ1. Este es un gen que codifica para una
proteina que pertenece a la, altamente conservada, familia de las proteinas
chaperonas DNAJ/HSP40 (Borges et al., 2005). Las HSPs son de considerable interés
ya que se han demostrado que juegan un importante rol en la progresion del ciclo
celular y la muerte celular por apoptosis, lo cual hace que las chaperonas estén
involucradas en diferentes procesos patoldgicos (Khalil et al., 2011). Es asi que
DNAJB4 actua como un supresor tumoral, inhibiendo la progresion celular
descontrolada, y por tanto, el crecimiento tumoral, lo que se cree que es debido a la
activacion de p21, que regula el avance de la fase S del ciclo celular (Sterrenberg et
al., 2011). Sin embargo, no esta del todo claro de qué manera es que esta proteina
interviene en la progresion del ciclo celular, ni de qué manera podria interactuar con
otras moléculas que formen parte de la via de la RH o de la NHEJ, por lo cual no
somos capaces de encontrar, por el momento, un vinculo entre el silenciamiento
génico de DNAJB4 y el incremento en la frecuencia de RH, si bien si que hemos
observado que, al analizar el ciclo celular, la mayor parte de las células se encuentran
en la fase S. También observamos que no hay cambios notorios en la viabilidad

celular.

Otro siRNA que hemos ensayado, tiene la funcién de silenciar el gen de la Lig4 o
LIGIV. La proteina codificada por este, es una ligasa de DNA esencial en el proceso
de recombinacion V(D)J y en la reparacién de los DSBs a través de la via de
recombinacion NHEJ, en la que interactua directamente con XRCC4 y Ku, e
indirectamente con la proteina quinasa dependiente de DNA (DNA-PK) y el complejo
MRN (De loannes et al.,, 2012). El complejo conformado por la DNA ligasa IV es
absolutamente necesario para que se complete la reparacion por la via no homologa
(NHEJ) ya que, aunque existen otras DNA ligasas que comparten un alto grado de
similitud, so6lo esta posee la habilidad de llevar a cabo la reparacion de las rupturas en
el DNA (Kurosawa et al.,, 2013). A su vez, nosotros hemos comprobado que la
mayoria de las células que interviene en este ensayo, se encuentran en la fase S del
ciclo celular, con lo cual podemos hipotetizar que debido tanto a la inhibicidn de los

mecanismos de reparaciéon NHEJ, como al aumento de células en fase S sin que se
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altere su mortalidad, es que el silenciamiento por parte de este siRNA es capaz de
aumentar la frecuencia de RH, y es a la vez, un buen candidato para ser usado en

otros ensayos de modificacién génica dirigida.

Por otro lado, el silenciamiento del gen SMCHD1, que codifica para una proteina
miembro de la familia de proteinas SMC, encargadas del mantenimiento estructural de
los cromosomas, y que intervienen en las funciones de condensacion de la cromatina,
segregacion y reparacion de DNA (Gendrel et al., 2013) también es capaz de causar
un aumento en la frecuencia de RH. Se ha visto que SMCHD1 puede intervenir tanto
en la via de la NHEJ, como en la RH, lo cual se debe a que, en principio, la proteina
colocaliza con Ku80 (NHEJ) en las primeras fases de la reparacion del DNA, pero
puede persistir en el sitio de dafio por muchas horas y colocalizar con Rad51 (RH),
encontrandose ademas que su disminucion o ausencia es causa de DSBs sin resolver
y, por tanto, de disminucion de viabilidad celular (Coker at al., 2014). Contrariamente,
también se ha visto que la disminucién de SMCHD1 tiene como resultado una NHEJ
mucho menos eficiente de lo que normalmente es, a la vez que esto produce la
elevacion de la frecuencia de reparacién mediante RH (Tang et al., 2014). Frente a
estas posturas opuestas, nosotros pudimos obtener un aumento en la frecuencia de
RH con los dos siRNAs utilizados para silenciar este gen, y sin que la viabilidad celular
se haya visto afectada, por lo cual concordamos con la segunda de estas posturas.
Ademas de que también hemos visto un ligero aumento de las células en fase S del

ciclo celular.

Otro de los siRNAs capaz de producir un incremento en la frecuencia de RH ha sido
aquel dirigido contra el gen WRB, el cual codifica para una proteina nuclear bésica rica
en triptéfano (Vilardi et al., 2011). Si bien en este caso no hemos sido capaces de
encontrar la relacion entre el silenciamiento génico por parte de los dos siRNAs
utilizados y el aumento de la frecuencia de RH obtenida, se ha descrito (Adamson et
al., 2012. Stabicki et al., 2010) que aumenta considerablemente la frecuencia de RH
sin modificar la viabilidad, lo que esta de acuerdo con nuestros datos. También hemos
observado un importante aumento de células en fase S del ciclo celular, lo cual podria

ser la explicacion del aumento en RH.

Por otro lado, MLH1 es un gen que codifica para una proteina que interviene en el

sistema de reparacion de desemparejamientos (mismatch repair system) del DNA, y

en otros procesos celulares que van desde la regulacién de los puntos de control

(checkpoint) en el ciclo celular, la apoptosis, la recombinacién meiotica, y hasta la

organizacioén del citoesqueleto (Hinrichsen et al., 2014); y cuyo siRNA hemos elegido

para utilizar como control negativo, ya que sabemos que la linea HCT116 contiene una
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mutacion en dicho gen. Sin embargo, este siRNA fue capaz de darnos un aumento en
la frecuencia de RH, que no esperabamos, pero que comprobamos utilizando 2
siRNAs dirigidos contra diferentes partes de la secuencia del gen. A pesar de que
sabemos que existe una mutacién homocigota en MHL1, no sabemos si podria existir
un minimo de expresidén por parte de la proteina, o si bien, podria producirse una
proteina truncada que conserve en parte la funcion y que, de esta manera, los siRNAs
que hemos utilizado sean capaces de producir un silenciamiento génico sobre la
misma. Por otro lado, hemos comparado las secuencias de reconocimiento de los dos
siRNAs y hemos sido capaces de encontrar diferentes secuencias en el genoma,
capaces de ser reconocidas por estos siRNAs. Sin embargo, ninguna de ellas estaria
directamente implicada en el aumento de las frecuencia de RH, aunque bien sabemos
que no de todas se conocen todas las funciones y las relaciones que podrian tener, y
que podrian, finalmente, producir un aumento en RH. Es importante tener en cuenta
aqui, la presencia de otro importante gen involucrado en la via de reparacion de
desemparejamientos, MSH2, cuyos niveles no se ven alterados por la presencia o
ausencia de MLH1, y que se cree que es el que realmente interviene en el proceso de
apoptosis (Hawn wt al., 10095), ya que ha visto que mutaciones en el gen MLH1 no
afectan la viabilidad celular. Todo esto podria explicar por qué las células reporteras
transfectadas con los siRNAs proliferan de manera normal, su distribucién del ciclo
celular es la misma que el control, y por qué la viabilidad se asemeja, también a la del
control. Nosotros también hemos utilizado un siRNA contra el gen MSH2, con el cual,
sin embargo, no hemos obtenido el aumento esperado en la frecuencia de

recombinacion homologa.

Finalmente, el siRNA dirigido contra RPS6KAS5 (proteina quinasa S6 ribosomal alfa 1,
del inglés, ribosomal protein S6 kinase alpha-5), también conocida como MSK1
(proteina quinasa 1 activada por estrés y mitdgenos, del inglés, mitogen- and stress-
activated protein kinase 1), también generé un aumento en la frecuencia de RH.
RPS6KA5 es una proteina que, junto con la isoforma MSK2, son activadas mediante
las cascadas de senalizacion de las quinasas ERK1/2 y p38 MAPK (Deak et al., 1998).
Ademas, se ha visto que MSK1 y MSK2 son necesarias para la fosforilacion de
diferentes factores de transcripcion como CREB y ATF1, y también para la
fosforilacion de la histona H3, lo cual al igual que en el caso de CREBBP nos habla de
una activacion de la transcripcién (McCoy et al., 2005). Debido a esto, creemos que
aqui al estar ausente RPS6KA5 podria estar sucediendo algo similar que con la
ausencia de CREBBP, con lo cual podria esperarse un aumento del nimero de células

en fase S, por activacion de c-myc, con lo cual se favoreceria de manera indirecta, el
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aumento de la frecuencia de RH. Sin embargo, nosotros hemos observado que en el
silenciamiento producido por este siRNA no tiene influencia en el numero de células
que se encuentran en las diferentes fases del ciclo celular, como tampoco se observan

alteraciones en la viabilidad celular.

Cabe recordar que, para todos los genes mencionados anteriormente se han utilizado,
al menos dos siRNAs diferentes, dirigidos contra secuencias distintas del mismo gen,
a la vez que se han intentado utilizar siempre siRNAs validados, es decir, que se
conoce el porcentaje de silenciamiento que causa el siRNA. También hemos de
recordar que para la mayoria de los ensayos se han utilizado siRNAs de ultima
generacion, denominados silencer select siRNAs, los cuales contienen modificaciones
quimicas, que les confieren ciertas ventajas en estabilidad y especificidad, ya que se

utilizan en dosis hasta 10 veces menores, con respecto a los siRNAs normales.

Como se menciond anteriormente, para todos estos siRNAs se ha realizado un estudio
del ciclo celular; y, si bien hemos obtenido diferentes resultados en cuanto a la
distribucion de las poblaciones celulares en las diferentes fases del ciclo, no somos
capaces de decir con certeza si, una vez eliminado el efecto del siRNA las células
contintian ciclando con normalidad. Sin embargo, podemos inferir que esto es asi, ya
que segun hemos visto en los diferentes experimentos realizados, las células
recombinantes siguen dividiéndose, lo cual ha quedado de manifiesto en las
observaciones realizadas a lo largo de una semana después observar las primeras
células recombinantes, donde podemos ver que las células individuales, observadas al

principio, son capaces de formar clones con miultiples células.

Existen diversos métodos que pueden detener las células en una fase determinada del
ciclo celuar. Por ejemplo, entre los métodos mas comunes para sincronizar células,
particularmente en la fase S del ciclo, se encuentran los inhibidores de la replicacién
del DNA, como ser hidroxiurea, metrotrexato, afidicolina o timidina. La ventaja de la
sincronizacion celular mediante estos agentes, es la facilidad de uso y su bajo coste.
Sin embargo, estos métodos podrian presentar algunos inconvenientes ya que se
genera un crecimiento desbalanceado debido a que, durante la detencion en la fase S
la sintesis de RNA y de proteinas, junto con el agrandamiento celular continuan,
mientras que la sintesis del DNA no lo hace. Todo esto podria tener algun tipo de
efecto sobre el normal funcionamiento de las células una vez que estas sean liberadas
del bloqueo (Darzynkiewicz et al., 2011). En cuanto al bloqueo que se produce
mediante la utilizacion de siRNAs, quizas debido al hecho de utilizar cantidades tan

bajas de siRNA o al hecho de que su efecto es transitorio, no hemos observado que
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las células se hayan visto mayormente afectadas, cuando se las compara con

controles sin tratar.

3. Generacion y correccién de lineas celulares WASP-KO.

Como mencionamos anteriormente, el sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) es una
inmunodeficiencia primaria severa ligada al cromosoma X, que se presenta en 1-10 de
cada 10° nifios recién nacidos (Bosticardo et al., 2009). Debido a su baja prevalencia
nos encontramos con la dificultad de obtener células mutadas en el gen WAS,
directamente de pacientes que sufren la enfermedad, lo que nos llevé a tomar la
decision de generar una linea celular que no expresara la proteina WASp. Para ello
decidimos utilizar fibroblastos humanos. Las razones de esta eleccién tuvieron que ver
con la facilidad de conseguir estas células primarias y, también tuvimos en cuenta que,
una vez corregida la mutacién, podrian transdiferenciarse a células progenitoras
hematopoyéticas, o que nos daria la posibilidad de obtener posteriormente diferentes
lineas hematopoyéticas diferenciadas, ya que es bien conocido que la proteina WASP

se expresa solo en esta clases de células (Blundell et al., 2010).

Para llevar a cabo la construccion y correccion de dichos fibroblastos primarios,
utilizamos virus adenoasociados recombinantes y, para poder aumentar la frecuencia
de RH del virus recombinante, decidimos usar, ademas, una de las estrategias que
habiamos probado y que nos habian dado mejores resultados como potenciadores de
RH. En concreto, utilizamos siRNAs de manera individual o combinando varios de
ellos. Con ello, podriamos comprobar, ademas, que los resultados obtenidos en la
linea reportera se reproducian en una linea de células primarias. Asi, hemos sido
capaces de obtener células portadoras de una mutacion en el exén 4 del gen WAS
cuando utilizamos siRNAs tanto contra CREBBP, como CREBBP+SFR1, pero no
cuando usamos el siRNA control negativo. Sin embargo, y segun nuestra experiencia,
este ultimo dato no implica la ausencia de células KO si no que, probablemente, el
hecho de no hallar clones positivos para la mutacion se deba a que la cantidad de

pocillos analizados no fue suficiente.

Una vez obtenida la linea celular WASP-KO en fibroblastos, ésta fue tratada con CRE

recombinasa para eliminar el casete de blasticidina que hemos introducido como

marcador de seleccion. Dicho casete estaba flanqueado por dos sitios loxP, los cuales

representan los sitios de reconocimiento por parte de Cre recombinasa, y que son

utilizados para eliminar el segmento génico situado entre ambos (Loonstra et al.,

2001). En cultivos celulares, la recombinacién mediada por Cre recombinasa se
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encuentra limitada por la toxicidad de la proteina y por la eficiencia de la transfeccion,
siendo este ultimo el principal factor limitante del uso del sistema Cre/loxP. Esta
limitacién ha sido drasticamente reducida mediante la adicion de las secuencias TAT,
que facilitan el paso de la proteina a través de la membrana plasmatica y, NLS, que
favorece la translocacion al interior del nucleo celular donde la proteina sera capaz de
ejercer su funcién (Peitz et al., 2002). Segun lo expuesto anteriormente, se concluye
gue hemos construido una proteina funcionalmente activa, que es capaz de atravesar
en primera instancia la membrana plasmatica, y posteriormente, la membrana nuclear
donde, luego, es capaz de cumplir su funciéon de escindir el casete de blasticidina.
Hemos comprobado también, la alta eficacia con la que la proteina Cre es capaz de

eliminar el segmento génico flanqueado por los sitios loxP.

Una vez obtenidos los fibroblastos WASP-KO, sin casete de blasticidina, decidimos
repetir una vez mas el mismo método para la correccién génica del gen previamente
mutado; y de nuevo fuimos capaces de revertir la mutacion introducida previamente, y
obtener fibroblastos en cuyo genoma se encuentra una copia normal, wild-type, del
gen WAS.

Durante el desarrollo de todo este trabajo fuimos introduciendo en el laboratorio
nuevas herramientas que habia sido recientemente descritas, como es el caso del
sistema CRISPR/Cas9. Debido a que estas son de mas facil construccion que las
TALENSs y, a su elevada eficiencia de corte, decidimos utilizarlas en la construccion de
otra linea celular WASP-KO, esta vez en una linea celular humana de linfocitos T
(Jurkat). Utilizamos en este caso, una variante de las CRISPR clésicas que posee una

mutacion en Cas9 y que recibe el nombre de Cas9 nickasa.

Se construyd, entonces, una pareja de nickasas CRISPRs para que generen un corte
en la doble hebra de DNA, en las cadenas opuestas del gen diana (Harrison et al.,
2014). Esta pareja de nickasas, encuentran su secuencia diana en el gen que codifica
para WASp, mas precisamente en el intron 6, y que se corresponde con el extremo 3°
del brazo 1. La utilizacion de la pareja de nickasas junto con un DNA donante nos
permitié obtener células Jurkat knockout para WASp. Hay ya numerosos ejemplos en
la literatura del uso de este sistema en la generacién de células knockout, pero
generalmente utilizan el sistema CRISPR esténdar, con actividad nucleasa del tipo
DSB. Dicha lesion en el DNA se repara generalmente mediante la adicién o delecién
de uno, o unos pocos, nucleétidos en el sitio de corte, llamados indels (Ran et al.,
2013). Asi que, en muchas ocasiones hay un cambio en el marco de lectura en ese
sitio, lo que da lugar generalmente a la creaciéon de un alelo nulo. Sin embargo, habra
casos en que la reparacion de lugar a una secuencia normal no mutada. En cualquier
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caso, sera necesario llevar a cabo un laborioso proceso de subclonaje para poder
aislar clones individuales, los cuales deberan ser posteriormente secuenciados para
poder comprobar cuales son los que han introducido una mutacién en el sitio.
Nosotros decidimos aplicar el meétodo alternativo de las CRISPR nickasas
simultdneamente, con el fin de crear dos nicks, uno en una de las hebras y el otro en
la complementaria. Ambos nicks estan separados por una corta distancia, lo que
permite que se comporten como un DSB, que puede corregirse por recombinacién
homologa en presencia de un DNA donante. La ventaja de este método, es que
podemos controlar mejor el tipo de mutacion que queremos introducir y, ademas, nos
permite introducir un gen de seleccidn para enriquecer en positivos al crecer las
células en presencia del antibiético de seleccién. Ademas, en caso de que se
produjeran cortes tipo nicks en otros sitios del genoma de forma inespecifica, este tipo
de lesion suele corregirse de forma fiel, sin introduccion de mutaciones, lo cual es una
enorme ventaja para la futura aplicacion del método en células humanas,

potencialmente usadas en terapia celular

La decision de utilizar la linea celular Jurkat tiene que ver, en primer lugar, con el
hecho de que, al ser una linea celular es de facil mantenimiento en cultivo, lo cual es
una gran ventaja si lo comparamos con los fibroblastos primarios, ya que estos tienen
un tiempo de replicacibn mucho mayor, la mortalidad es mucho mas elevada, y se
replican un numero limitado de veces para entrar, luego, en senescencia. En segundo
lugar, la eleccion de las células Jurkat tuvo que ver con que, al ser una linea de
células T, de estirpe hematopoyética, expresan la proteina WASp en grandes
cantidades, lo cual hizo que fuera mas facil controlar si los cambios génicos
introducidos producian variaciones en la expresion de la proteina mediante la simple
realizacién de un Western Blot. Puesto que WASp es una proteina clave en la funcién
de las células hematopoyéticas, tanto en la sefializacion a través de los receptores de
antigeno de los linfocitos, como por su participacion en numerosas vias de
transduccién de sefiales y por su funcion en la regulacion del citoesqueleto de actina,
es de gran importancia contar con una linea deficiente en dicha proteina que permitira
la realizacion de ensayos funcionales en nuestro grupo o en colaboraciéon con otros

laboratorios.

El hecho de haber realizado las modificaciones génicas en fibroblastos utilizando
rAAVs, se baso6 en el amplio tropismo celular que han demostrado este tipo de virus,
junto con su capacidad para infectar células que estan o no en division. Otra de las
razones por las cuales utilizamos estos vectores, fue la eficacia terapéutica

conseguida con la transferencia génica mediante la utilizacion de vectores rAAVs,
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documentada en diversos estudios preclinicos, muchos de los cuales fueron
exitosamente trasladados a la clinica (Mingozzi et al.,, 2011). Sin embargo, la
respuesta inmune desencadenada frente a los rAAVs podria constituir un obstaculo
importante en la eficacia a largo plazo y en la seguridad del tratamiento, ya que la
prevalencia de anticuerpos anti-AAV en la poblacion humana es elevada, y con mayor
reactividad frente al AAV2 que es el serotipo mas estudiado y mejor caracterizado de
todos los serotipos de AAV (Tseng et al.,, 2014). A pesar de que se sugiere que la
inmunidad innata frente al AAV puede desencadenar la respuesta inmune adaptativa
dirigida contra la capside o contra el producto del transgén, no existe evidencia de que
la administracion de un rAAV en humanos resulte en reaccion inflamatoria aguda,
aunque restan estudios por realizarse en este campo (Nathwani et al., 2011; Buchlis et
al., 2012).

Actualmente, se esta utilizando el primer producto para terapia génica con licencia
autorizada en la UE, Glybera, el cual se utiliza para ciertas formas de una rara
enfermedad metabdlica, la hipercolesterolemia familiar, en la que existe deficiencia de
la enzima lipoproteinlipasa (Bryant et al., 2013). Sin embargo, la produccion de un alto
titulo viral sigue siendo el gran desafio, tanto a nivel experimental, como en el caso de
Glybera, donde se requiere la administracion de muchas dosis (40-60) de elevado
titulo viral, aproximadamente, unas 10'? particulas virales/mL (Satkunanathan et al.,
2014).

4. Transdiferenciacién de fibroblastos corregidos a células

hematopoyéticas.

La transdiferenciacion es el proceso por el cual es posible convertir una célula
somatica en otra de estirpe diferente sin pasar por un estado de pluripotencia
intermedio, a través de una regulacion a la baja (down-regulation) de un programa
genético y simultanea regulacion a la alta (up-regulation) del nuevo programa genético
(Jopling et al., 2011). En otras palabras, la reprogramacion de una célula somatica es
un proceso en el cual ocurren extensas modificaciones epigenéticas, que junto con la
remodelacién de la cromatina dan cabida a la activacién de genes de pluripotencia, a
la vez que se inactivan los genes especificos de linaje (Karamariti et al., 2013). Es esto
es lo que buscamos lograr, convirtiendo fibroblastos humanos en progenitores
hematopoyéticos, utilizando Oct4 como unico factor asociado a pluripotencia y al
desarrollo embrionario temprano. Aunque no existe una relacién conocida entre Oct4 y
hematopoyesis, Oct4 ha sido descrito como capaz de promover la expresién de
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reguladores hematopoyéticos en presencia de condiciones de cultivo permisivas
oOptimas para el mantenimiento in vitro de progenitores hematopoyéticos humanos
adultos (Mitchell et al., 2014).

Aunque este método es muy reciente para células humanas, ya se ha aplicado con
éxito anteriormente utilizando fibroblastos embrionarios y fibroblastos adultos de raton.
Estos fueron eficientemente transdiferenciados a progenitores hematopoyéticos
mediante la expresion ectépica de diferentes factores de transcripcion, vy
posteriormente, fueron expandidos de forma estable. Se observé ademas que poseian
la capacidad de reconstitucion hematopoyética de todas las series diferenciadas, in

vivo, a corto plazo (Batta et al., 2014).

Este nuevo método se ha ensayado para transdiferenciar fibroblastos a distintos
linajes, como ser progenitores neurales (y posterior diferenciacion a astrocitos y
oligodendrocitos) y endodermo (y posterior diferenciacion a hepatocitos) llevada a
cabo por parte de Mitchell et al., 2014. También a partir de fibroblastos se han
obtenido células endoteliales (Margariti et al., 2014). Por otro lado, también se lograron
transdiferenciar fibroblastos embrionarios de ratén a cardiomiocitos (lfkovits et al.,

2014) y a células de los islotes pancreaticos (Lumelsky, 2014).

La utilizacion de un vector lentiviral que codifica para la proteina Oct4 nos permitié su
expresion continua una vez transducidos los fibroblastos humanos con el lentivirus. De
cara a una posible aplicaciéon futura de esta tecnologia, existe el inconveniente de que
Oct4 es un factor de transcripcion asociado a pluripotencialidad y su expresion
constante podria ser causa de generacion de tumores. Este problema podria evitarse,
tedricamente, si en lugar de utilizar un lentivirus se utilizara la proteina Oct4
recombinante. Ya hay antecedentes del uso de factores de transcripcién en forma de
proteinas recombinantes: se han logrado reprogramar fibroblastos embrionarios de
ratén utilizando proteinas de fusion de Oct4, Kif4, Sox2, Myc (Zhou et al., 2009); por
otro lado, se han reprogramado fibroblastos fetales humanos, cultivandolos con las
proteinas recombinantes Oct4, Klif4, Sox2, Myc (Kim et al., 2009). Sin embargo, este
meétodo a pesar de ser mas seguro, tiene la desventaja de la corta vida media de las
proteinas, lo cual requiere de multiples aplicaciones al medio de cultivo, y, mas aun, la
dificultad a la hora de producir y purificar dichas proteinas (Parameswaran et al.,
2011).

Nuestra experiencia durante la realizacidén de la presente tesis es que, la expresion de
Oct4 por parte de los fibroblastos corregidos (Fibs-WASP+) junto con la presencia de

un medio con las citoquinas 6ptimas (bFGF, IGFII, SCF e IIt3L), han sido suficientes
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para convertir los fibroblastos en células progenitoras hematopoyéticas CD45". Un
30% de las células en el cultivo presentan este marcador después de 37 dias de la
transduccién lentiviral de Oct4. De igual manera hemos comprobado que,
aproximadamente, el 90% de las células obtenidas expresaban WASp, que como se
recordara, es de expresidon exclusivamente hematopoyética. Esto esta de acuerdo con
los datos obtenidos por otros laboratorios que han utilizados diferentes métodos
(Munoz et al., 2012), y que indican que la aparicion de WASP es anterior a la de CD45
en progenitores hematopoyéticos (CD45 CD31%), si bien la expresion maxima de la
proteina se da en las células CD45". Actualmente, y gracias a la generosa
colaboracion del Dr. Martin, contamos con el lentivirus AWE (Mufioz et al., 2012), que
contiene un fragmento del promotor del gen WAS (conformado por 500 bp
pertenecientes al promotor proximal, junto con 387 bp pertenecientes al promotor
alternativo), el cual dirige la expresion de una EGFP que se expresa, por tanto,
especificamente en células hematopoyéticas y que nos permitira, evaluar la poblacion
heterogénea de células que hemos obtenido luego del proceso de transdiferenciacion.
Con ello podremos corroborar la expresion de WASp a la vez que se comprueba la
expresion de diferentes marcadores hematopoyéticos de membrana, lo cual no hemos
podido llevar a cabo de manera eficiente en nuestros experimentos. Las razones de
utilizar este método son, que la sefial obtenida con el anticuerpo a-WASp es siempre
muy débil y hace dificil observar pequefnas diferencias de expresion de WASp entre
las diferentes poblaciones, y en segundo lugar, la imposibilidad de realizar dobles
marcajes debido a la pérdida de la sefal del anticuerpo a-CD45 cuando se fija y
permeabiliza la célula para la tincion intracelular con a-WASp, por lo que no hemos
podido estudiar dobles marcajes CD45/WASp.

Aunque este protocolo de transdiferenciacion (Szabo et al., 2010) es de gran
importancia en cuanto a que supone una posible alternativa futura de obtener
precursores hematopoyéticos in vitro a partir de células somaticas, hay que destacar
que todavia quedan muchos obstaculos por superar; por ejemplo, aunque los autores
han descrito la obtencion de progenitores hematopoyéticos multipotentes de las lineas
mieloide, eritroide y megacariocitica, cuando se han trasplantado estos precursores en
ratones inmunodeficientes, solo se ha obtenido una modesta diferenciacion mieloide
(eritrocitos, megacariocitos, monocitos y granulocitos) sin recuperacion de la estirpe
linfoide (linfocitos B y T); sin embargo, es importante destacar que los precursores

hematopoyéticos generados in vitro no se transformaron en células tumorales.

Se sabe que hoy en dia estan llevandose a cabo diferentes protocolos de terapia

génica en pacientes con diversas patologias, y aunque bien sabemos que a nuestra
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investigacion le queda mucho camino por recorrer, no nos olvidamos de la posibilidad
de que, después de mucho trabajo, con la correcta puesta a punto y pruebas previas
necesarias, pueda ser utilizado para corregir fibroblastos de pacientes enfermos de
WAS y, posteriormente, transdiferenciarlos a células CD45", y que estas células sean
introducidas en el paciente, con lo cual se podria recuperar la capacidad de expresar
WASp en las diferentes lineas hematopoyéticas, y con ello, conseguir revertir o, al

menos, disminuir las manifestaciones de la enfermedad.
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“Sorprendernos por algo es el primer paso de la mente hacia el descubrimiento
Louis Pasteur (1822 — 1895)
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A continuacion se presentan las conclusiones obtenidas en cada uno de los objetivos

planteados en el presente trabajo de tesis:

1. Se ha generado una linea celular reportera humana, HCT116-RCL, que contiene
un gen de EGFP mutado, y por tanto, es incapaz de producir una proteina
funcional (verde). Asi también, se ha producido un virus adenoasociado
recombinante, AAV-A5-EGFP-donor, que ha permitido la correccién genética de
EGFP mediante RH, con la consecuente recuperacioén de la fluorescencia verde.

2. Se ha estudiado el efecto sobre la frecuencia de RH de diferentes tratamientos en
nuestro sistema experimental linea reportera — vector donante:

a. Se ha producido una pareja de TALENs capaz de producir un corte en la doble
hebra de DNA, con el consecuente aumento en la frecuencia de RH.

b. Se ha producido y estudiado la proteina de fusion ScRad52, encontrandose
que la misma es funcional y que es capaz de aumentar la frecuencia de RH.

c. Se ha estudiado el comportamiento de una libreria de 84 siRNAs diferentes,
frente a genes implicados en la via de la recombinacion no homdloga, asi
como frente a otros de funciones diferentes, pero que se conoce que estan
indirectamente implicados en el aumento de RH, habiéndose comprobado que
algunos de los siRNAs, ya sea de manera individual o formando parte de una
combinacion de varios de ellos, han logrado aumentar la frecuencia de RH.

3. Se ha inducido una modificacion génica dirigida en el WAS, basandonos en
técnicas de edicién génica mediante RH. Se ha aplicado con éxito un protocolo
para la transdiferenciacion de fibroblastos primarios corregidos del defecto
genético:

a. Se evaluaron los protocolos de RH utilizados previamente, tras lo cual se han
generado fibroblastos primarios WASP-KO, con la ayuda del silenciamiento de
ciertos genes mediante siRNAs y posterior transduccion con el virus
adenoasociado recombinante, AAV-WASP-KO.

b. Se han corregido los fibroblastos WASP-KO, también mediante la utilizacion
de siRNAs y rAAV, utilizando en este caso el AAV-WASP-wt.

c. Se han transdiferenciado los fibroblastos primarios corregidos, Fibs-WASP+, a
células multipotentes hematopoyéticas, CD45", obteniéndos luego que un 90%

de estas células expresan WASP, de las cuales un 30% son CD45".
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“Ciencia sin conciencia no es mas que la ruina del alma”
Frangois Rabelais (1494 — 1553)
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1. Mapas de plasmidos comerciales utilizados.

pAAV-CAGGS-EGFP

pAAV-MCS

9809 bp 4650 bp

Gen Rep

Ampicilina

p-Bluescript K/S +
2961 bp

Gen Cap

pEGFP-C1 PEGFP-N1

4733 bp

4731 bp

Kanamicina
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pHelper

11635 bp Gen E2a

pMD2.G
5824 bp

pSin-EF2-Oct4-Pur
8682 bp

Sitio de clonacion

Ampicilina

psPAX2

10703bp
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pX335-U6-Chimeric_

TAL-BBL1-ID14

BB-CBh-hSpCas9n(D10A) ! 2686 bp

Kanamicina

TAL-BBL1-ID21

2698 bp TAL-BBL1-ID32

2699 bp

“ Kanamicina

TAL-BBL1-ID43 TALEN-ID12T

2687 bp 7042 bp

183



ANEXOS.

2. Libreria de siRNAs. Caracteristicas de cada siRNA.

AMZ2. Archaelysin family
metallopeptidase 2.
ANKRD28. Ankyrin repeat
domain 28."
ANP32E. Acidic nuclear
phosphoprotein 32 family,
member E.’
APOBEC1. Apolipoprotein B
MRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide 1."
ARID1A. AT rich interactive
domain 1A (SWI-like). "
ATP8A1. ATPase,
aminophospholipid transporter
(APLT), class I, type 8A,

member 1. "
ATXN3. Ataxin 3.

BIRC2. Baculoviral IAP repeat
containing 2."
BRAP. BRCA1 associated
protein.

C50rf28. Chromosome 5 open
readind frame 28."
C140rf39. Chromosome 14
open reading frame 39."
CACYBP. Calcyclin binding
protein. '

CGRREF1. Cell growth regulator
with ring finger domain 1.

CNGAA1. Cyclic nucleotide
gated channel alpha 1.’

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.

6,7,8

28

11

N/D

4,3

N/D

N/D

N/D

N/D

GGAAUUUACCGAAACCCGULtt
ACGGGUUUCGGUAAAUUCCca
CCGUUAUACCAACACCUCALt
UGAGGUGUUGGUAUAACGGtt

CUGUUUAACUGUGAGAUCALtt
UGAUCUCACAGUUAAACAGgt

CCAAUCACGUGGAAGUUAALt
UUAACUUCCACGUGAUUGGtg

GGAAACCUCUGGACCUCUALt
UAGAGGUCCAGAGGUUUCCta

GCAUGAUACAGACAGCGCALtt
UGCGCUGUCUGUAUCAUGCtg

GAACUAAUCCUGUUCAACALt
UGUUGAACAGGAUUAGUUCta
GGAUAACUGGAAACUAGGALt
UCCUAGUUUCCAGUUAUCCag
GGAUGUGGACGGUAUGUCALt
UGACAUACCGUCCACAUCCta
CCUCUGUUAUUGAUGUAGALt
UCUACAUCAAUAACAGAGGct
GGAUACACGAAACUAUAAALt
UUUAUAGUUUCGUGUAUCCta
CCAUGAUUGUGAACAAUCULtt
AGAUUGUUCACAAUCAUGGag
GUAUAGUGAAUAUCUCUAULt
AUAGAGAUAUUCACUAUACag

GAUUAACCAAGGUUGAGAALt
UUCUCAACCUUGGUUAAUCHt

(') Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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CNGAA1. Cyclic nucleotide

GGAUUACGUAUCAGACAUALt

gated channel alpha 1.’ UAUGUCUGAUACGUAAUCCaa
CREBBP. CREB binding e CAGCUAUCAGAAUAGGUAULt
protein.’ ’ AUACCUAUUCUGAUAGCUGta
CREBBP. CREB binding L5 GAAUCUUUCCCAUAUCGAALt
protein. ' ’ UUCGAUAUGGGAAAGAUUCag
. ] CCAGCGUAAGAAUAACAGULtt
CULS3. Cullin 3. N/D
ACUGUUAUUCUUACGCUGGat
DCLK1. Doublecortin-like D CGAUAUAAAGUCGGAAGAALt
kinase 1. UUCUUCCGACUUUAUAUCGtt
DCLRE1C. DNA cross-link 11,12,1 GUCGAAAUCUUAAAGCCUULt
repair 1C." 3,14 AAGGCUUUAAGAUUUCGACaa
DDX17. DEAD (Asp-Glu-Ala- D GAGAGACUCUGCAAGCUAULtt
Asp) polypeptide 17." AUAGCUUGCAGAGUCUCUCcg
DNAJBA4. DnaJ (Hsp40)
CCAGUUAUUCAUGAACUUALt
homolog, subfamily B, member 2
4 UAAGUUCAUGAAUAACUGGag
DNAJBA4. DnaJ (Hsp40)
CUAUGUCAGUAAAUGAUAULt
homolog, subfamily B, member 3
4 AUAUCAUUUACUGACAUAGgt
DENND4A. DENN/MADD D GACUUUUCUGUAUCGUUAULt
domain containing 4A." AUAACGAUACAGAAAAGUCag
DOCK10. Dedicator of = GGAAGACAGAUUUCGAAAULt
cytokinesis 10." AUUUCGAAAUCUGUCUUCCgg
E2F7. E2F transcription factor 5 CCAAGAUUGUCACUCUGGALt
7." UCCAGAGUGACAAUCUUGGt
: n CCUAUUUCCGGAACAAUUALt
FRZB. Frizzled-related protein. 3
UAAUUGUUCCGGAAAUAGGtc
GCNT2. Glucosaminyl (N-
GUAUUUGUAUCUAUGGAAALt
acetyl) transferase 2, I- 3
_ ; UUUCCAUAGAUACAAAUACCca
branching enzyme.
GEMING6. Gem associated . CAGCUCUAAUGAGAUUAUULtt
protein 6. AAUAAUCUCAUUAGAGCUGct

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.
(1) Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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GLP2R. Glucagon-like peptide
2 receptor. '
GPR82. G protein-coupled

receptor 82." /D
GPR171. G protein-coupled
receptor 171." N/D
GTF2H2C. General
transcription factor IIH, 5
polypeptide 2C."
HUWE1. HECT, UBA and WWE
domain 1. N/
ILKAP. Integrin-linked kinase-
associated serine/threonine 6
phosphatase.’
KIAA1383. KIAA1383." N/D
LIG4. Ligase IV, DNA, ATP- e
dependent.’ ’
LIG4. Ligase IV, DNA, ATP- e
dependent.’ ’
LIN54. Lin-54 homolog (C. .
Elegans)."
LMNB2. Lamin B2.' 8
LOC146795.
Hypothetical protein N/D
LOC146795."
LYRM7. Lyrm7 homolog 5
(mouse). "

MAP3K19. Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase19"
MLH1. MutL homolog 1, colon

cancer, nonpolyposis type 2.

GGACAACAAAUGGGAAUAALt
UUAUUCCCAUUUGUUGUCCag
GAACCACAUUUAUUGGAUULt
AAUCCAAUAAAUGUGGUUCCca
GAUCUACCGAAUACAAGAALt
UUCUUGUAUUCGGUAGAUCHt

CAAGAACAAUGGAAGACCALtt
UGGUCUUCCAUUGUUCUUGat

CUGUGAGAGUGAUCGGGAALt
UUCCCGAUCACUCUCACAGitt

GCAUCAAAACUUAAUCAGALt
UCUGAUUAAGUUUUGAUGCaa

GGCUUAACAAAUACACUAALt
UUAGUGUAUUUGUUAAGCCat
CCGUGAAUAUGAUUGCUAULtt
AUAGCAAUCAUAUUCACGGgc
CAUUGAACCUUGUAAUUCULtt
AGAAUUACAAGGUUCAAUGta
CAGUACAGAUUGCUAAGAALt
UUCUUAGCAAUCUGUACUGtt
GAACAACUCGGACAAGGAULtt
AUCCUUGUCCGAGUUGUUCHt

GAGAAAUACUGACCAACAALt
UUGUUGGUCAGUAUUUCUCHt

CAGACAACAAGUUUUUAAALt
UUUAAAAACUUGUUGUCUGgt
CCACACUGGUUAAUGAAGALt
UCUUCAUUAACCAGUGUGGaa
GAAAUUGGAUGUGAGGAUALt
UAUCCUCACAUCCAAUUUCta

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.
(1) Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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MLH1. MutL homolog 1, colon
cancer, nonpolyposis type 2 (E.
Coli)."

MMRN1. Multimerin1.’

MSH2. MutS homolog 2, colon
cancer, nonpolyposis type 1 (E.
Coli)."

NDUFAF7. NADH
dehydrogenase (ubiquinone)
complex |, assembly factor 7.
NSL1. NSL1, MIS12 kinetochore

complex component. '
NUP153. nucleoporin 153kDa. '

OR2L13. Olfactory receptor,
family 2, subfamily L, member
13."

PANK1. Pantothenate kinase 1.

PAPOLG. Poly(A) polymerase
gamma.’

PDHX. Pyruvate dehydrogenase
complex, component X. '
PIK3R1. Phosphoinositide-3-
kinase, regulatory subunit 1
(alpha)."
PPP1R15A. Protein
phosphatase 1, regulatory
(inhibitor) subunit 15A. "
PRIM1. Primase, DNA,
polypeptide 1 (49kDa)."

N/D

6,8

7,6

16

4,5

19

N/D

N/D

GCAUUAGUUUCUCAGUUAALt
UUAACUGAGAAACUAAUGCct

CAGUGAUAUUGGACAACCALt
UGGUUGUCCAAUAUCACUGtg

CGUCGAUUCCCAGAUCUUALt
UAAGAUCUGGGAAUCGACGaa

GGAACUUUCUCAACGCAUULtt
AAUGCGUUGAGAAAGUUCCtc

CAGUUGUCAUAGGAAACCALt
UGGUUUCCUAUGACAACUGga
GCAUCGCCGAAGAUAGAUULt
AAUCUAUCUUCGGCGAUGCga

GCAGGUCUAGGGCUAUUGALt
UCAAUAGCCCUAGACCUGCag

GCAACAUGAUGAGUAAAGALt
UCUUUACUCAUCAUGUUGCca
CCAUAGAUGGGACUCCUAALt
UUAGGAGUCCCAUCUAUGGat
GUACUGUACCUCAUGCAUALt
UAUGCAUGAGGUACAGUACHt

CAACGGUAUGAAUAACAAULt
AUUGUUAUUCAUACCGUUGtt
GGAUCAGCCGAGGAUGAAALt

UUUCAUCCUCGGCUGAUCCtg

CAACUACGGUGGAGUGAUALt
UAUCACUCCACCGUAGUUGag

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.
(1) Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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PRKDC. Protein kinase, DNA- GCGUUGGAGUGCUACAACALt
activated, catalytic polypeptide.’ UGUUGUAGCACUCCAACGCgg
PSMA?7. Proteasome subunit, . AGAACAGUGCGGAAGAUCULtt
alpha type, 7. AGAACAGUGCGGAAGAUCULtt
RAD51. RAD51 homolog (RecA
GGUAGAAUCUAGGUAUGCALt
homolog, E. coli) (S. N/D
L UGCAUACCUAGAUUCUACCat
Cerevisiae).
o o ] CCAACCAACAGAUCCUUAALt
RAI1. Retinoic acid induced 1. 3
UUAAGGAUCUGUUGGUUGGat
RGS12. Regulator of G-protein o CCCGGGAGAUUUUCAGUAALt
signaling 12." ’ UUACUGAAAAUCUCCCGGGcc
RPS6KA5. Ribosomal protein
GCUGAGAUAUCUAGGAGAALt
S6 kinase, 90kDa, polypeptide 7
5 1 UUCUCCUAGAUAUCUCAGCHt
RPS6KA5. Ribosomal protein
GGAAAUAACAGCUCUGAAALt
S6 kinase, 90kDa, polypeptide 12
5 1 UUUCAGAGCUGUUAUUUCCHt
SFR1. SWI5-dependent . CAUCAUCUCCCUAUACAAALt
recombination repair 1. UUUGUAUAGGGAGAUGAUGga
SFR1. SWI5-dependent 4 CAGUUACAGUUGUUAAUAALt
recombination repair 1. UUAUUAACAACUGUAACUGag
SiSel_NC1. Silencer Select N UAACGACGCGACGACGUAALt
Negative Control #1 siRNA. " UUACGUCGUCGCGUCGUUALt
SLC8A1. Slute carrier family 8
GCUAACUACCAAGUCCUAALt
(sodium/calcium exchanger), 1
; UUAGGACUUGGUAGUUAGCta
member 1.
SLC39A12. Solute carrier
CAGAAGUACUUGUAUCAAALt
family 39 (zinc transporter), N/D
] UUUGAUACAAGUACUUCUGgt
member 12.
SMAD1. SMAD family member . CAGUCUAUGAGCUUACAAALt
1.1 UUUGUAAGCUCAUAGACUGtc
SMADS5. SMAD family member oy GCAGAGUCAUCAUGAGCUALt
5. 1 ) )

UAGCUCAUGAUGACUCUGCaa

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.
(1) Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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SMCHD1. Structural
maintenance of chromosomes
flexible hinge domain containing
1.

SMCHDA1. Structural
maintenance of chromosomes
flexible hinge domain containing
1.

SPESP1. Sperm equatorial

segment protein 1.
STAG2. Stromal antigen 2.

SUMO1. SMT3 suppressor of mif
two 3 homolog 1 (S. Cerevisiae).
1
TAF1. TAF1 RNA polymerase Il,
TATA box binding protein (TBP)-
associated factor, 250kDa. "
TAF4. TAF4 RNA polymerase Il,
TATA box binding protein (TBP)-
associated factor, 135kDa. "
TAF4. TAF4 RNA polymerase lI,
TATA box binding protein (TBP)-
associated factor, 135kDa. "
TERT. Telomerase reverse

transcriptase.’

TFEC. Transcription factor EC."

TH. Tyrosine hydroxylase. "

USP12. Ubiquitin specific
peptidase 12."

N/D

N/D

6,5

2,3

N/D

11

3,4

N/D

N/D

GGAUCUUCCUUUUCGUGUULtt
AACACGAAAAGGAAGAUCCag

CCUAAGAUUGUCAACCUAALt
UUAGGUUGACAAUCUUAGGta

GUGUAAUUCUAGAUCUAAALt
UUUAGAUCUAGAAUUACACag
GGUAGAUGAUUGGAUAGAALt
UUCUAUCCAAUCAUCUACCac

CAAGAAACUCAAAGAAUCALt
UGAUUCUUUGAGUUUCUUGag

CACUGUUCACUGUGACUAULt
AUAGUCACAGUGAACAGUGgt

CAACUACCAUAAUUAAGCALt
UGCUUAAUUAUGGUAGUUGgg

GGUUAUACCGAGAACUUAALt
UUAAGUUCUCGGUAUAACCtg

GCACGGCUUUUGUUCAGAULtt
AUCUGAACAAAAGCCGUGCca
GUCUACCAAUGAAAAGAGALt
UCUCUUUUCAUUGGUAGACta
GCUCAGGAGCUAUGCCUCALtt
UGAGGCAUAGCUCCUGAGCtt
GAACUUCGUCUGUUUAACALt
UGUUAAACAGACGAAGUUCta

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.
(1) Silencer® Select siRNAs (Ambion®).
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WRB. Tryptophan rich basic
protein.’

WRB. Tryptophan rich basic
protein. '

XRCC2. X-ray repair
complementing defective repair
in Chinese hamster cells 2.
XRCC4. X-ray repair
complementing defective repair
in Chinese hamster cells 4.
XRCC6. X-ray repair
complementing defective repair
in Chinese hamster cells 6.2
XRCC6. X-ray repair
complementing defective repair
in Chinese hamster cells 6. 2
XRCC6BP1. XRCC6 binding
protein. ?
XRCC6BP1. XRCC6 binding
protein. '
XRCC6BP1. XRCC6 binding

protein.’
ZFN223. Zinc finger 223."

ZFN454. Zinc finger protein 454.
1

ZRSR2. Zinc finger RNA-binding
motif and serine/arginine rich 2.
ZRSR2. Zinc finger RNA-binding

motif and serine/arginine rich 2.

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

N/D

GGGUGAUAAGUGUCGCUUULtt
AAAGCGACACUUAUCACCCat
CGGAUAAGCUCAAAACCCALt

UGGGUUUUGAGCUUAUCCGtc

GAGAAAGUGUGAACUUACALt
UGUAAGUUCACACUUUCUCCt

GUCUUGAUGUCACUGAUAULt
AUAUCAGUGACAUCAAGACtt

GACAUGAUGGGCCACGGAU
AUCCGUGGCCCAUCAUGUC

GUUCUAUGGUACCGAGAAA
UUUCUCGGUACCAUAGAAC

CACACACGAGCUUAUUCAU
AUGAAUAAGCUCGAGUGUG
ACAAGACUUAUGCAAGAUALt
UAUCUUGCAUAAGUCUUGUta
GGAUCCCACAUAACAAGA
GCAUAAGUCUUGUUAUGU
GAGCUACAUUACUAAGUCALt
UGACUUAGUAAUGUAGCUCIHt
GGAUUUCAACCUAGCAAAALt
UUUUGCUAGGUUGAAAUCCct
GAUGUUCACGUAAACAUAALt
UUAUGUUUACGUGAACAUCta
GCAAUGUAUAUGUUCAGUALt
UACUGAACAUAUACAUUGCcc

N/D: No determinado, es decir, segun la base de datos utilizada, la secuencia puede corresponder a diferentes exones.

! Silencer Select siRNA (Ambion). 2 siRNA (Sigma-Aldrich). > RNAI (IDT)
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3. Datos estadisticos obtenidos en los diferentes experimentos

realizados.

Los datos estadisticos de los resultados obtenidos se realizaron mediante la utilizacion

del programa informatico EXCEL. De esta manera se calcularon la media de los

experimentos, la desviacién estandar de los mismos y la t de Student para conocer si

los datos obtenidos son estadisticamente significativos.

3.1 ScRad52.
Proteina Media los Desviacion t de Student
experimentos estandar
ScRad52 453 7,6 0,000000005
Control 23,2 3,4 -
3.2 Libreria de siRNAs.
SiRNAS Media los Desviacion ¢ de Student
experimentos estandar
AMZ2 29,7 3,5 0,00007
ANKRD28 37,0 4,0 0,002
ANP32E 31,3 3,2 0,0001
APOBEC1 26,3 3,1 0,00002
ARID1A 31,0 5,3 0,0003
ATP8A1 28,3 7,4 0,0005
ATXN3 23,3 4,2 0,00002
BIRC2 50,0 3,6 0,6
BRAP 47,0 2,6 0,4
C5orf28 34,0 4,6 0,0006
C140rf39 28,0 1,0 0,00001
CACYBP 51,3 2,5 0,3
CGRRF1 62,0 4.4 0,001
CNGA1 66,7 4,2 0,0001
CREBBP 90,0 4.0 0,0000006
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SiRNAS Media los Desviacion ¢ de Student
experimentos estandar
CUL3 47,3 3,8 0,5
DCLK1 53,3 3,1 0,08
DCLRE1C 30,3 2,1 0,00004
DDX17 24,7 4,0 0,00002
DNAJB4 76,7 3,1 0,000004
DENND4A 29,3 6,7 0,0004
DOCK10 63,3 5,8 0,001
E2F7 26,0 2,6 0,00001
FRZB 59,7 6,4 0,009
GCNT2 49,3 2,3 0,8
GEMING 28,0 6,2 0,0002
GLP2R 45,7 51 0,3
GPR82 60,0 8,2 0,02
GPR171 54,0 4,0 0,07
GTF2H2C 21,7 4,5 0,00001
HUWE1 51,0 6.6 0,5
ILKAP 64,3 5,1 0,0007
KIAA1383 49,0 2,6 0,9
LIG4 69,0 5,3 0,0001
LIN54 25,7 2,5 0,00001
LMNB2 64,0 5,3 0,0009
LOC146795 50,7 71 0,6
LYRM7 30,7 2,1 0,00004
MAP3K19 46,0 3,6 0,3
MLH1 73,0 2,0 0,000006
MMRN1 26,7 3,5 0,00003
MSH2 20,7 2,3 0,000003
NDUFAF7 43,7 4,0 0,07
NSL1 53,3 6,1 0,2
NUP153 8,7 3,2 0,0000004
OR2L13 54,7 4.9 0,06
PANK1 42,7 2,5 0,02
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SiRNAS Media los Desviacion ¢ de Student
experimentos estandar
PAPOLG 15 4.6 0,000003
PDHX 27,3 3,0 0,00002
PIK3R1 62,3 14,3 0,05
PPP1R15A 63,7 9,1 0,007
PRIM1 22,7 6,0 0,00005
PRKDC 9,7 4,0 0,0000008
PSMA7 7 2,0 0,0000001
RADS51 41,3 1,5 0,006
RGS12 49,0 3,5 0,9
RPS6KA5 74,7 7,4 0,0001
SFR1 72,7 6,4 0,0001
SLC8A1 55,0 6,1 0,08
SLC39A12 12,7 2,3 0,0000005
SMAD1 447 7,5 0,3
SMAD5 51,3 5,9 0,4
SMCHD1 74,0 8,9 0,0003
SPESP1 9,0 4.4 0,0000009
STAG2 29,3 2,3 0,00003
SUMO1 19,7 5,0 0,00001
TAF1 38,3 1,1 0,0009
TAF4 65,7 8,1 0,002
TERT 51,7 2,5 0,2
TFEC 20,7 3,0 0,000004
TH 60,3 51 0,004
USP12 20,0 4.0 0,000006
WRB 64,3 8,3 0,004
XRCC2 25,7 11,0 0,001
XRCC4 22,3 5,5 0,00003
XRCC6 92,3 3,5 0,0000003
XRCC6BP1 90,3 4,9 0,000001
ZNF223 61,3 9,9 0,02
ZNF454 18,0 2,0 0,000001
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SiRNAS Media los Desviacion ¢ de Student
experimentos estandar
ZRSR2 61,7 1,5 0,0003
ZRSR2 60 2,0 0,0009
siRNA C- 47,7 2,0 -
Control 50,0 4.0 -
3.3 siRNAs de comprobacion.
SiRNAS Media los Desviacion ¢ de Student
experimentos estandar
XRCC6BP1 56,7 4,7 0,00002
CNGA1 55,3 3,2 0,000009
CREBBP 71,7 3,5 0,0000002
DNAJB4 60,0 5,6 0,00002
LIG4 58,3 6,5 0,00007
SMCHD1 62,3 51 0,000008
WRB 66,0 3,6 0,0000008
MLH1 52,7 5,9 0,0002
TAF4 54,0 1,7 0,000004
RPS6KA5 56,3 5,0 0,00003
SFR1 60,3 3,5 0,000003
XRCC6 71,3 1,5 0,00000004
siRNA C- 34,3 2,5 -
Control 35,3 2,3 -
3.4 Combinaciones de 2 siRNAs.
siRNAs / Media los Desviacion
Combinaciones experimentos estandar t de Student
XRCC6 + CNGA1 27,3 2,5 0,0000006
XRCC6 + CREBBP 109,3 55 0,00000009
XRCC6 + DNAJB4 58,3 6,5 0,2
XRCC6 + LIG4 66,7 21 0,00008
XRCC6 + SMCHD1 56,7 1,5 0,1
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siRNAs / Media los Desviacion
L . . t de Student
Combinaciones experimentos estandar
XRCC6 + WRB 81,3 5,7 0,00001
XRCC6 + MLH1 63,7 4.0 0,002
XRCC6 + TAF4 54,0 5,3 0,9
XRCC6 + RPS6KAS 42,7 8,5 0,01
XRCC6 + SFR1 78,3 6,1 0,00004
XRCC6 87,3 2,0 0,0000001
CREBBP + CNGA1 68,7 6,5 0, 001
CREBBP + DNAJB4 87,7 6,0 0,000004
CREBBP + LIG4 88,0 2,0 0,00000009
CREBBP + SMCHD1 58,3 5,0 0,1
CREBBP + WRB 82,7 2,1 0,0000003
CREBBP + MLH1 89,7 7,5 0,000009
CREBBP + TAF4 105,3 4,5 0,00000006
CREBBP + RPS6KA5 110,7 5,0 0,00000005
CREBBP + SFR1 128,0 1,7 0,0000000003
CREBBP 90,0 1,0 0,00000003
siRNA C- 53,3 2,1 -
Control 55,3 2,1 -
3.5 Combinaciones de 3 siRNAs.
siRNAs / Media los Desviacion
L . . t de Student
Combinaciones experimentos estandar
DNAJB4 + LIG4 +
82,7 2,1 0,00004
XRCC6
DNAJB4 + CREBBP +
64,3 1,4 0,9
XRCC6
DNAJB4 + LIG4 +
57,3 1,4 0,0007
CREBBP
siRNA C- 64 1,4 -
Control 65 0,7 -
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3.6 Combinaciones de 4 siRNAs.

siRNAs / Media los Desviacion
o . . t de Student
Combinaciones experimentos estandar
DNAJB4 + LIG4 +
62,0 1,4 0,3

XRCC6 + CREBBP

siRNA C- 59,0 1,4 -

Control 60,0 2,1 -
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