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Resumen

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un raro trastorno
neurodegenerativo autosémico dominante causado por la expansion de
una repeticion del trinucle6tido CAG en una region codificante del gen
ATXN7. Actualmente, existe la necesidad de evaluar alternativas
terapéuticas contra SCA7 debido a que aun es una enfermedad incurable.
Por esta razén, este trabajo tuvo como objetivo la implementacion del
sistema CRISPR/Cas13 en fibroblastos derivados de pacientes con SCA7
para la evaluacion de la degradacion del RNA mensajero de ATXN7.
Inicialmente, mediante el analisis estructural del transcrito ATXN7
disenamos sgRNAs dirigidos a 3 regiones diferentes del RNA mensajero:
uno dirigido a la region CAG, el cual da lugar al tracto de polyQ en la
proteina, un sgRNA dirigido a la region mas accesible de acuerdo con la
prediccion bioinformatica, y un sgRNA dirigido a un SNP previamente
asociado con la mutacion en una poblaciéon de SCA7. Mediante técnicas
de DNA recombinantes cada sgRNAs se cloné en un vector lentiviral, y
posteriormente se produjo mediante transduccién lentiviral una linea de
fibroblastos que expresa establemente la nucleasa LwCasi13a.
Adicionalmente, la genotipificacidon del cultivo de fibroblastos permitid
confirmar la presencia de la mutacion de SCA7, la presencia del SNP
asociado con esta region, asi como la estandarizacién de una RT-gPCR
especifica al transcrito ATXN7. En resumen, en este trabajo logramos
implementar de manera satisfactoria el sistema CRISPR/Cas13a, el cual
podra ser utilizado para determinar los niveles de transcrito de ATXN7 y

evaluar su efectividad en fibroblastos de SCA7.



Abstract

Spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) is a rare autosomal dominant
neurodegenerative disorder caused by the expansion of a CAG
trinucleotide repeat in a coding region of the ATXN7 gene. Currently, there
is a need to evaluate therapeutic alternatives against SCA7 because it
remains an incurable disease. For this reason, this work aimed to
implement the CRISPR/Cas13 system in fibroblasts derived from SCA7
patients to evaluate the degradation of ATXN7 messenger RNA. Initially,
through structural analysis of the ATXN7 transcript, we designed sgRNAs
targeting three different regions of the messenger RNA: one directed at the
CAG region, which gives rise to the polyQ tract in the protein; an sgRNA
directed at the most accessible region according to bioinformatic prediction;
and an sgRNA directed at an SNP previously associated with the mutation
in an SCA7 population. Using recombinant DNA techniques, each sgRNA
was cloned into a lentiviral vector, and subsequently, a fibroblast line that
stably expresses the LwCas13a nuclease was produced via lentiviral
transduction. Additionally, genotyping of the fibroblast culture confirmed the
presence of the SCA7 mutation, the presence of the SNP associated with
this region, and the standardization of an ATXN7 transcript-specific
RT-gPCR. In summary, in this work, we successfully implemented the
CRISPR/Cas13a system, which can be used to determine ATXN7

transcript levels and evaluate its effectiveness in SCA7 fibroblasts.



1. Introduccion y antecedentes

1.1. Ataxia espinocerebelosa tipo 7

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un raro trastorno
neurodegenerativo autosémico dominante caracterizado por ataxia
progresiva y deterioro visual. Forma parte de las Ataxias
Espinocerebelosas Autosomico Dominantes (ADCA por sus siglas en
inglés) y de las enfermedades poliglutaminicas (PolyQ), que son causadas
por la expansién de una repeticién del trinucleétido CAG en regiones
codificantes (Michalik et al., 2003). En el caso de la SCA7, la expansidn
ocurre en el gen ATXN7 en el cromosoma 3p21.1, lo que conduce a la
formacién de un tracto de poliglutamina téxico en la proteina ataxina-7. Las
ADCA vy otros desordenes polyQ tienen herencia autosomica dominante,
aparicion de los sintomas en edades tempranas o adultas, y degeneracion
selectiva de tejidos cerebrales. (Niewiadomska-Cimicka & Trottier, 2019).
Esto ocurre debido a que la expansion PolyQ provoca que la proteina
afectada tenga una ganancia de funcion toxica, causando el secuestro de
diferentes factores nucleares y proteicos, provocando agregados dentro
del nucleo (Zoghbi & Orr, 2000). Los sintomas de la SCA7 generalmente
dependen de la edad de aparicion de la enfermedad. Las edades de
aparicion se pueden dividir en dos grupos principales: Edad adulta y edad

temprana o nifez (La Spada, 2020). Inicio en la edad adulta:

» Falta de coordinacion progresiva causada por ataxia cerebelosa,

incluyendo disartria/disfagia, dismetria y disdiadococinesia.

= Distrofia retiniana de cono-baston con los siguientes aspectos:



Pérdida de la vision central.

Defecto del eje tritan (azul/amarillo) en la prueba detallada de la

vision del color.
» Cambios maculares en el examen fundoscdpico.

» Escotoma paracentral en la prueba del campo visual.

En el electroretinograma, anomalias de la funcién del cono,

seguidas de anomalias de la funcién del baston.
Inicio en la infancia temprana o en la ninez:

= Fracaso en prosperar y pérdida de los hitos motores (pueden ser los

primeros hallazgos).
» Rapido deterioro con muerte temprana.

= La ataxia y la pérdida de la visidon no son obvias.

1.2. Aspectos genéticos de la SCA7

El nimero de repeticiones CAG dicta la gravedad de la enfermedad y la
edad de aparicién, fendmeno conocido como anticipacion genética. Un
individuo sano tiene menos de 36 repeticiones, mientras que un individuo
con 36-55 repeticiones tendra una aparicion de sintomas de leve a
moderada en la edad adulta. Un individuo con mas de 70 repeticiones
tendra un inicio de los sintomas en la adolescencia, con sintomas mas
graves y una progresion mas rapida de la enfermedad. También existen
individuos con mas de 100 repeticiones (siendo 460 el mayor nimero
reportado), lo que provoca un inicio de los sintomas desde la infancia, con

sintomas mucho mas agresivos que generalmente conducen a la muerte



en pocos anos (Figura 1) (Michalik et al., 2003; Niewiadomska-Cimicka &
Trottier, 2019; van de Warrenburg et al., 2001).
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Figura 1: Relacion de tamano de repetidos CAG con edad de inicio de
SCA7. Se puede observar que la relacion entre cantidad de repetidos y la
edad de aparicion tiene una relacion inversamente proporcional.
Modificada de Michalik et al., 2003.

1.3. Fisiopatogénesis

SCA7 es diferente de otras enfermedades PolyQ en la afectacion
especifica de la retina. La macula presenta un fenotipo moteado, se
observan alteraciones del epitelio pigmentario y atrofia de fotorreceptores.
Mas especificamente, la retina presenta pérdida de bastones, conos y

células ganglionares, asi como migracion de las células pigmentadas



hacia las capas retinales (Martin et al., 1994). Aunado a esto, se ha
mostrado que las enfermedades PolyQ estan asociadas a la formacion de
inclusiones ubiquitinadas intranucleares neuronales conteniendo al menos
una parte de la proteina mutada (Wells, 2011).

De igual manera, en SCA7 la ceguera es inicialmente causada por la
degeneracion de los conos, los fotorreceptores involucrados en la
deteccion del color, por lo que la deteccibn de los colores se ve
fuertemente afectada (discromatopsia asintomatica) (La Spada & Fu,
2001). Conforme avanza la enfermedad, los bastones también se ven
afectados, causando una distrofia de conos-bastones y finalmente,
ceguera total (Enevoldson et al., 1994; Niewiadomska-Cimicka & Trottier,
2019).

En estudios con modelos de raton que expresan una expansion del tracto
polyQ en la retina, se observd una degeneracidon retinal progresiva e
inclusiones nucleares en los bastones (La Spada et al., 2001; Yvert, 2000).
Adicionalmente, La Spada et al., logr6 determinar que el gen CRX
(cone-rod homeobox protein) se ve afectado por la expresion de ataxina-7
mutante (MATXN7) (La Spada et al., 2001). EI gen ATXN7 se expresa
principalmente en células fotorreceptoras y controla la expresién de
muchos genes especificos para fotorreceptores. La mutacion en este gen
provoca una distrofia de cono-baston autosémica, mientras que los ratones
sin este gen presentan degeneracion retinal progresiva, pérdida de
funciones visuales y reducciones en los niveles de expresion de genes que
son activados por la proteina CRX (Furukawa et al., 1999; La Spada et al.,
2001). En el estudio de Yvert et al, se determind que ademas de las
inclusiones nucleares en bastones, un tracto polyQ expandido en ataxina-7

también genera inclusiones en células de Purkinje, causando disfuncion y



degeneracion celular (Yvert, 2000).

En tejidos post mortem obtenidos de cerebelos de pacientes con SCA7, se
ha observado una marcada disminucion de neuronas en la capa de células
de Purkinje, del nicleo dentado y de células granulosas (Horton et al.,
2012). Ademas, se ha observado neurodegeneracion en estructuras
cerebelares como el telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, el bulbo
raquideo y la médula espinal (Martin, 2012). La disminucién de las
neuronas, mas especificamente las células de Purkinje (PC), las neuronas
del Olivo Inferior (I0) y las células gliales de Bergmann (BG), puede ser en
parte explicada por el proceso de excitotoxicidad que ocurre en las
mismas. Este fendmeno patoldgico ocurre cuando las neuronas reciben
una estimulacion excesiva en sus receptores debido a una alta cantidad de
neurotransmisores como el glutamato. Este exceso de neurotransmisores
en el ambiente provoca que altos niveles de iones de calcio (Ca?*) entren
a la célula, activando varias enzimas, incluidas las fosfolipasas,
endonucleasas, proteasas, etc. que a su vez danan estructuras celulares
como la membrana celular y el ADN (Jaiswal et al., 2009). En el contexto
de SCA7, debido a la estrecha relacion interdependiente que tienen estos
tres tipos de células (PC, IO y BG), cuando una de ellas se ve afectada por
la mATXN7, las demas se ven afectadas ya sea por pérdida de soporte
tréfico, o por la liberacion de altas cantidades de factores inflamatorios o

excitotoxicos (Figura 2) (Furrer et al., 2011).
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Figura 2: Conexiones interdependientes entre los tipos de neurona
afectados en SCA7. BG = Glia de Bergmann, PC = Células de Purkinje, 10
= Neuronas de Olivo Inferior. Modificado de Furrer et al., 2011.

1.4. Mecanismos moleculares de patogénesis

El gen ATXN7 codifica la proteina ataxina-7, una proteina mayormente
nuclear que se transporta entre el nucleo y el citoplasma. La caspasa 7
promueve la degradacién por autofagia de la mATXN7, sin embargo,
debido a la acetilacion aberrante de los fragmentos proteoliticos
resultantes, estos no se pueden degradar, por lo que ocurre una
acumulacion de mATXN7 dentro de la célula. Estos fragmentos son lo
suficientemente pequenos para entrar al nucleo, pero, al no incluir el
dominio de exportacion nuclear (NES), no pueden salir del nucleo (Figura
3) (Goswami et al., 2022; Yu, 2015). A su vez, los clastosomas, los cuales

estan encargados de degradar la mATXN7 mediante proteosomas, se ven



rebasados, causando una acumulacién de la mATXN7 en el nlcleo. Esta
acumulacion provoca un fendomeno de secuestro de componentes
nucleares, alterando los procesos que se llevan a cabo dentro del nacleo.
Uno de los componentes que se ve mas afectado es el complejo
multiprotéico Spt-Ada-Gcn5-acetiltransferasa (SAGA), el cual es un
coactivador transcripcional que se encarga de la remodelacion de la
cromatina. La ataxina-7 es un componente central de dicho complejo y
gracias a su region ZFN, interactla con otro componente de SAGA, el cual
tiene funciones de histona acetiliransferasa: KAT2A (GCN5L2) (Helmlinger,
2004). La unién de mATXN7 con GCN5L2 causa la inactivacion de este,
evitando la acetilacién de la histona H3, y, por lo tanto, previniendo la
activacion de varios genes, incluidos: CBP, p53 y RORalphat (Palhan et
al., 2005). Aunado a esto, debido a que la ataxina-7 ayuda a generar una
interaccién correcta de los microtubulos, es posible que su acumulacion
nuclear provoque bajas cantidades de la ataxina-7 en el citoplasma,
provocando una red de microtubulos inestable (Nakamura et al., 2011). Asi
mismo, la desregulaciéon del funcionamiento del complejo SAGA provoca
que haya una reducida cantidad del pri-miR-124, un miRNA altamente
involucrado en la biogénesis de células neuronales y retinales. Este
miRNA regula la traduccion de los transcritos de ATXN7, al mismo tiempo
que los transcritos de ATXN7 regulan la expresion de este miRNA. Por lo
tanto, en SCA7, la baja produccion de este miRNA provoca un aumento en
la expresion de mATXN7, generando menores niveles de dicho miRNA
(Figura 4) (Tan et al., 2014).
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Figura 4: Diagrama representativo sobre los efectos de la proteina
mATXN7 en el nicleo y citoplasma de la célula afectada. Modificado de
Karam & Trottier, 2018.



1.5.

Estrategias terapéuticas

Las enfermedades PolyQ son enfermedades incurables a la fecha, para

las cuales existen unicamente tratamientos paliativos. Sin embargo, se han

abordado experimentalmente algunas estrategias terapéuticas con

diferentes niveles de éxito. Algunas de ellas son las siguientes:

Administracion de ceftriaxona para evitar la degeneracion de las
células de Purkinje, atrasando la aparicion o el avance de la
enfermedad (Lee et al.,, 2008; Niewiadomska-Cimicka & Trottier,
2019).

Sobreexpresion del factor de crecimiento de hepatocitos, previniendo
la contraccion en el tamano de las células de Purkinje (leraci et al.,
2002; Niewiadomska-Cimicka & Trottier, 2019).

Aplicacion de interfer6n beta, factor que fomenta la limpieza de
mATXN7, mejorando las habilidades motrices en ratones (Chort et
al., 2013); Niewiadomska-Cimicka & Trottier, 2019).

Uso de vectores virales adeno-asociados para introducir miRNAs
dirigidos a transcritos de ATXN7, reduciendo la cantidad de ATXN7
expresada y mejorando drasticamente las funciones motrices y
estado cerebral (Ramachandran et al., 2014a;
Niewiadomska-Cimicka & Trottier, 2019).

Uso de oligos antisentido (ASOs) y siRNAs para el tratamiento a
corto plazo de la enfermedad de Huntington mediante union de estos
al transcrito de Htt, previniendo su traduccién. Sin embargo, esta
terapia requiere una dosis cada 2 meses, por lo que no es una

terapia conveniente para el paciente (Evers et al., 2014).
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= Uso de shRNAs para terapia a largo plazo de Huntington mediante la
union del shRNA al transcrito de Htt y vectores virales. Esta estrategia
resultd tener efectos citotoxicos, por lo que no es una terapia viable
(Miniarikova et al., 2018).

= Uso de vectores adeno-asociados para introducir miRNAs dirigidos
contra el transcrito de Htt mutante. En este estudio se lleg6 a la
conclusién de que este método de entrega de RNA es seguro y
efectivo (Pfister et al., 2018; Miniarikova et al., 2018).

= Uso de siRNAs para reducir la expresion de transcritos de ATXN?7,
disminuyendo la cantidad de mRNA y proteinas en la zona tratada.
Sin embargo, los niveles de transcrito de ATXN7 saludable se ven

afectados de manera considerable (Ramachandran et al., 2014b).

m Uso de ASOs para el tratamiento de la degeneracion retiniana en
SCA7, reduciendo agregados nucleares y mejorando la estructura
alterada de las capas celulares. Esta terapia resulto ser efectiva para
mejorar el fenotipo ocular, sin embargo, no se observaron cambios

sobre la sintomatologia neuromuscular (Niu et al., 2018).

» Uso de tecnologia CRISPR-Cas13a dirigida contra el mRNA mutante
de Htt, mejorando el fenotipo en ratones (Morelli et al., 2022). Esta
estrategia resulté ser efectiva en la reduccién del transcrito de Hit
mutante, por lo que la aplicacion de esta estrategia puede ser viable
en SCA?7.

Mientras que algunas de estas estrategias resultan toxicas para las
células, otras no estan dirigidas directamente al alelo mutado, por lo que

también reducen la expresion de la proteina wild type. Otras requieren
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constantes reaplicaciones del tratamiento, lo cual puede disminuir

drasticamente la calidad de vida del paciente.

1.6. Sistema CRISPR-Casi13

El sistema CRISPR-Cas es un sistema de defensa procariética natural
que actua contra virus y bacterias. Estos sistemas discriminan el material
genético foraneo del hospedero, identificandolo y manteniéndolo en forma
de matrices CRISPR (Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Interespaciadas) (Collias & Beisel, 2021; Kordys et al.,
2021). A estas secuencias se les llama espaciadores, los cuales estan
compuestos de regiones repetidas. Estos espaciadores sirven como una
biblioteca de infecciones previas, por lo que, al ser infectados por un
organismo que se ha identificado previamente, se transcribe la regidon
espaciadora para convertirlo en un ARN CRISPR precursor (pre-crRNA),
siendo posteriormente procesado a su forma madura, el ARN CRISPR
(crBNA). Este crBRNA es una secuencia de ssRNA complementaria al
acido nucleico foraneo, por lo que se puede unir al mismo. Adicional a esta
secuencia, se transcribe la secuencia de Repetidos Directos (DR) en
conjunto con el crRNA. Este DR es una secuencia especifica dependiente
del tipo de Cas13 (Proteinas asociadas a CRISPR), la cual sera
reconocida por dicha proteina. El conjunto de crBRNA y DR es llamado
ARN de guia unica (sgRNA). Después, la proteina Cas 13 se une al
sgRNA, formando un complejo que posteriormente reconoce al acido
nucleico foraneo y lo degrada (Figura 5) (Kordys et al., 2021; Barrangou et
al., 2007).
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Figura 5: Diagrama representativo del sistema CRISPR-Cas13.

Los sistemas CRISPR-Cas se clasifican en seis tipos separados en dos
clases diferentes. Las clases definen la cantidad de proteinas efectoras
que requiere el sistema para funcionar de manera adecuada. En el caso
de los sistemas clase 2, solo se requiere una proteina efectora, por lo que
son los mas utilizados en aplicaciones de biologia molecular. El sistema
CRISPR-Cas13 es de clase 2 tipo VI, requiere de la nucleasa Cas13 para
degradar exclusivamente el ARN blanco, sin degradar regiones no
deseadas del genoma en comparacién con el sistema CRISPR-Cas9
(Kordys et al., 2021).
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2. Justificacion

Debido a que la SCA7 es una enfermedad incurable y los uUnicos
tratamientos que existen a la fecha son paliativos enfocados en mejorar la
calidad de vida del paciente, existe la necesidad de desarrollar terapias
mas efectivas para el tratamiento de esta enfermedad. Es por esto que
este trabajo pretende desarrollar un sistema que degrade el ARN
mensajero mutado de SCA7 en fibroblastos de pacientes, usando el
sistema CRISPR Cas13. El desarrollo de este trabajo permitira establecer
la efectividad in vitro del sistema CRISPR Cas13 en el contexto celular de
SCA?7.
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3. Hipotesis
Si se implementa de manera adecuada el sistema CRISPR-Cas13, se

podran reducir los niveles de transcrito de mATXN7 en fibroblastos de

pacientes con SCA7.



15

4. Objetivos

4.1. General

Implementar un método de degradacion del ARN mensajero de ATXN7
utilizando el sistema CRISPR/Cas13a.

4.2. Especificos

1. Caracterizar cultivos de fibroblastos derivados de pacientes con
SCA?7.

2. Disenar in silico crRNAs dirigidos al RNA mensajero de ATXNY.

3. Clonar los crBRNAs en el vector de sobreexpresion
pc0040-LwaCas13a_crBRNA, subclonarlos en el vector de
transferencia pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4 y confirmar la

integridad mediante PCR y secuenciacion tipo Sanger.

4. Determinar la expresion de la nucleasa Cas13 a partir del plasmido
pC034 - LwCas13a-msfGFP-2A-Blast.

5. Expresar de manera estable la nucleasa Cas13 en fibroblastos de

SCA7 mediante infeccion lentiviral

6. Estandarizar la técnica de RT-gPCR para evaluar los niveles de
transcrito de ATXN7 en fibroblastos de SCA?.
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5. Alcance

Este trabajo tiene como metas implementar el sistema
CRISPR/Cas13a en un modelo in vitro de SCA7. Por una parte, se busca
confirmar el genotipo de los fibroblastos de pacientes con SCA?7,
determinar la expresion de ATXN7 y determinar la presencia de un SNP
asociado con la mutacién. Por otro lado, se clonaran crRNAs dirigidos a
diferentes regiones del transcrito ATXN7 y se generaran fibroblastos que
expresen de manera estable la proteina LwCas13a. Este proyecto busca
sentar las bases de una estrategia terapéutica dirigida a degradar el
transcrito mutante de SCA7 en fibroblastos humanos mediante el uso del
sistema CRISPR/Cas13a.
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6. Metodologia

6.1. Plan de trabajo

Mediante PCR, TP-PCR vy electroforesis capilar se determiné el nimero
de repetidos CAG en los fibroblastos derivados de individuos sanos
(GMO03440) y de pacientes con SCA7 (GM03561), y se determind la
presencia del RNA mensajero de ataxina-7 mediante RT-PCR utilizando
como referencia Actina3. Mediante PCR se analizé la presencia del SNP
rs3774729, asociado con SCA7 (Scholefield et al., 2014; Greenberg et al.,
2006) (Figura 6).

[ wossso | mosssi |
Fibroblasto:
Aparentemente sano Ataxia sanos | - -
pinocerebels
tipo7
Hombre, 20 afios Mujer, 22 afios Genotipificacion mediante PCR, Evaluacion de expresion de ARN
Caucésico, Afroamericana TP-PCR & electroforesis capilar > de ataxina-7 mediante RT-PCR
estadounidense
Fibroblastos
SCA7
i 4 g 23
| » Bo
<RcCtrl <R SNP 1 T
T —_ — - 369 Ctrl
3"\IHI\H\[HH\\\I\I\\I\\u\\l\\l\\ LI L) 5
-— 218 Sano
[ 369 pb ]
218 pb 150 SNP

[ 150 pb |

Figura 6: Genotipificacion de GM03440 y GM03561. Ademas de confirmar
la presencia de la mutacidn y evaluar la expresién de ataxina-7 a nivel de
RNA, se determind la presencia del SNP rs3774729 en los fibroblastos
GMO03561.

Posteriormente, se determind la accesibilidad y la estructura secundaria

del transcrito ATXN7 para el diseno de los crRNAs utilizando los softwares
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RNAfold, RNAxs y CASilico (Tafer et al., 2008; Gruerb et al., 2006). Se
disenaron tres diferentes crRNAs: 1) dirigido a la region mas accesible, 2)
dirigido al SNP rs3774729, 3) dirigido al repetido CAG (Figura 7).
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Procesamiento en

RNAxs o CASilico Determinacion de
los mejores
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Figura 7: Diseno in silico de crRNAs. Se seleccioné a los mejores
candidatos mediante la evaluacion de 4 parametros principales:
Accesibilidad del RNA de 16 nucledtidos, Asimetria de la secuencia,
autoplegabilidad y terminales libres.

La estrategia para la clonacién de los crRNAs consistio en la
generacion de duplex de ADN vy ligacion de cada crRNA en el plasmido
pc0040-LwaCas13a_crRNA mediante digestion enzimatica con la enzima
Bbsl, y mediante secuenciacion tipo Sanger se confirmo la integridad de la

secuencia clonada (Figura 8).
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Figura 8: Clonacién de los crRNAs en el plasmido
pc0040-LwaCas13a_crRNA mediante Golden Gate Assembly. Verificacion
de la secuencia del plasmido mediante secuenciacion de plasmidos
aislados mediante MidiPrep.

A continuaciéon, se subclonaron en el vector lentiviral
pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4 (vector de transferencia) los sgRNAs
generados previamente. Esto se realizé mediante la amplificacion por PCR

de dichos productos y su posterior digestion y ligacion con dicho vector
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(Figura 9).
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Figura 9: Amplificacidon de los sgRNAs generados en el vector
pc0040-LwaCas13a_crRNA para su posterior insercion en el vector
pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4.

Adicionalmente, para cubrir el objetivo 4, el plasmido pC034 -
LwCas13a-msfGFP-2A-Blast se caracterizd mediante PCR y digestion
enzimatica. Posteriormente, tras una transfeccion transitoria en células
Hela, se evalud la expresion de la nucleasa LwCas13a mediante Western

Blot e inmunofluorescencia (Figura 10).
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Figura 10: Caracterizacion del plasmido
pC034-LwCas13a_msGFP-2A-Blast.

La generacion de particulas virales se realizd mediante cotransfeccion
de los vectores de transferencia (pC034-LwCas13a_msGFP-2A-Blast), de
empaquetamiento (psPAX2) y de envoltura (pCMV-VSV-G) a células
permisivas Lenti-X. Después, se recuperd del sobrenadante a las
particulas virales generadas por dichas células y se transdujeron los
fibroblastos GM03561. La expresion de la nucleasa LwCas13a se evalud

mediante fluorescencia y western blot (Figura 11).
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Figura 11: Generacion de vector de transferencia, transduccion en
fibroblastos y confirmacion de la expresion de LwCas13a.

Finalmente se estandarizaron las condiciones de RT-gPCR en
fibroblastos GM03440 y GMO03561 para medir los niveles del RNA

mensajero de ATXN7 utilizando como gen de referencia TBP (Figura 12).
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SCA7 RNA de cDNA de ATNX7 mediante
RT-qPCR

Figura 12: Proceso de estandarizacion de RT-gPCR para medicién de
niveles de ATXN?.
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6.2. Metodos

6.2.1. Cultivo de células

Los fibroblastos GM03440 y GM03561 obtenidos del Instituto Coriell se
cultivaron en medio DMEM suplementado con Suero Fetal Bovino al 15%
y Penicilina (100 U/mL) Estreptomicina (100ug/ml) a 37°C en una
atmosfera de CO2 al 5 %.

La células HelLa y las HEK Lenti-X 293T se cultivaron en medio DMEM
suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y Penicilina (100 U/mL)

Estreptomicina (100ug/ml) a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5 %.

6.2.2. Ensayos de resistencia a antibioticos (Puromicina y

Blasticidina)

Se sembraron 2,000 células GM03561 en placas de 48 pozos, 24 h
después lavaron las células con PBS y se anadi6 medio DMEM
suplementado con diferentes concentraciones de Puromicina (0.05 - 0.8
ng/ul) o Blasticidina (2-10 ng/ul). Después, se realizé un conteo de células
en una Camara de Neubauer Improved y azul de tripano al 0.4 % a los dias
1,3,5y7.

6.2.3. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utilizé la enzima Tag DNA polimerasa recombinante de la marca
Invitrogen. Las mezclas de la reaccion consistieron en buffer 1x (20mM
Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI) oligo F/R 10 M, MgCI2 50 mM en un

volumen final de 25 ul. Los primers utilizados se describen en la Tabla 1.
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Tabla 1: Primers utilizados en el proyecto

Nombre Secuencia Uso
Fwd Ctrl GAGCCCTGCTGAATCCATCA
Rev Cirl GTGTTTCATGTGGACATTGTTCAC Identificacién de SNP
Fwd MutA TGCCAAAGTGCCAGCCa rs3774729
Rev MutA ACCAACCAACCCAACCAAACAC
Acc F AAACAAGAAGGAAAATACTGAAGTGGGAGGAA Formacién de duplex
Acc R AAAATTCCTCCCACTTCAGTATTTTCCTTCTT Accesibilidad
CAGF AAACTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT Formacion de duplex
CAGR AAAAAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA PolyQ
SNP F AAACTGTGGACATTGTTCAtGGCTGGCACTTT Formacién de duplex
SNP R AAAAAAAGTGCCAGCCaTGAACAATGTCCACA SNP
Pc0040 F TGGAAAGGACGAAACACCGA PCR de colonias para
Pc0040 R CAGGGTTTTCCCAGTCACGA confirmar insercion
Pc0040 Seq TTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTT Secuenciacion de

vector con inserto de
crRNA

Fwd Universal

GGAGAACCACCTTGTTGGGATTTAGACTACCCCAAAAA

Clonacién de sgRNAs

R SNP CTAGTACTCGAGAAAAAGTGCCAGCCATGAACAA a plasmido de

R Acc CTAGTACTCGAGAATTCCTCCCACTTCAGTATTTTC transferencia para

R CAG CTAGTACTCGAGAAAGCAGCAGCAGCAGCAG infeccion lentiviral
gATXN7 F AAGTGATGCTGGGACAGTCG

gATXN7 R ATTGGCATGTCTTCCCGACA Ensayo RT-qPCR de
TBP F GCTGTTTAACTTCGCTTCCG ATXN7

TBP R TCCTTGGGTTATCTTCACACG

6.2.4. Triplet repeat primed PCR (TP-PCR)

La caracterizacién de la expansién de los repetidos CAG en los

fibroblastos se realizd por TP-PCR y electroforesis capilar (Magana et al.,

2013). Esta PCR fluorescente multiplex consiste en utilizar primers

quiméricos los cuales brindan un amplicon con un tamano base

(dependiendo del tipo de ADCA que este presente en la muestra) que

permite determinar la cantidad de repetidos. En el caso de la SCA7, el

amplicdn base es de 314 pb, a los cuales se le adiciona la cantidad de

repetidos CAG. Esta técnica nos permite determinar con precision la

cantidad de repetidos en las muestras utilizadas (Dorschner et al., 2002).
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6.2.5. Extraccion de proteinas mediante lisis con buffer triple

detergente

Tras obtener cultivos confluentes, se hicieron dos lavados con PBS y se
anadieron entre 50-80 ul de Buffer Triple Detergente (50 M TrisCL pH 8.0,
150 M NaCl, SDS 0.1%, NP40 1%, Desoxicolato de Sodio 0.5 %)
suplementado con, 1mM PMSF y Complete 1X. Las células se
recuperaron por raspado de la caja con gendarme y el extracto se incubo
en hielo durante 30 min mezclando cada 5 min., El extracto se clarifico
mediante centrifugacion a 12,000 g x 3 y se recupero el sobrenadante en

un tubo eppendorf de 1.5 mL. El extracto se almacené a -20°C.

6.2.6. Western Blot

Los extractos proteicos se separaron mediante SDS -PAGE usando un
gel concentrador al 4% y un gel separador al 10 %. Posteriormente, la
transferencia se realiz6 en una camara semi-himeda con una membrana
de PVDF por 25 minutos a 10 V. La membrana se tind6 con Rojo de
Ponceau para verificar la transferencia de proteinas. Posteriormente, se
realizé el bloqueo de la membrana con leche libre de grasa al 6 % por 1
hora. Enseguida, la membrana se incubd con el anticuerpo primario anti
GFP (sc 9996) por 1 noche a 4°C diluido 1:300. Al terminar la incubacion,
se realizaron 3 lavados con 50 ml de TBST, de 5, 10 y 15 minutos, cada
uno. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario anti raton
(ab6728) diluido 1:15:000 en leche al 3% por 1 hora a temperatura
ambiente. El revelado se realiz6 mediante quimioluminiscencia utilizando
ECL de la marca Abcam (ab1334406) y exposicion a placas

autorradiagraficas.
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6.2.7. Analisis de la estructura y accesibilidad

Para definir las secuencias a las que el fragmento del spacer del
sgRNA va dirigido, se utilizaron dos softwares diferentes: RNAxs (Tafer et
al., 2008) y CASilico (Asadbeigi et al., 2022).

Para el software de RNAXxs, la secuencia de RNA de la isoforma ATXN7a
se carg6 a dicho programa. Tras el procesamiento se seleccionaron los
crRNAs adecuados (el mas accesible al transcrito y que contiene la regién
con el SNP rs3774729) utilizando el parametro de Access 16 nts.
Posteriormente, se afadieron 6 nucledtidos a cada sentido del crRNA para
obtener una secuencia de 28 nucleétidos. Finalmente, se acoplaron las
bases complementarias al plasmido pc0040-LwaCas13a_crRNA para la
ligacién del duplex que se formd con los crBRNAs. En el caso del guia
dirigido a la region mas accesible, se optd por utilizar la segunda region
mas accesible, debido al alto contenido de timinas en la regidon con mayor
parametro de accesibilidad.

Para el software de CASilico en RStudio, se corrid la secuencia de la
isoforma ATXN7a, pero anadiendo repetidos CAG hasta tener 54 de los
mismos en la regidon de PolyQ. En este caso, se recuperaron los
parametros de accesibilidad del programa tras determinar la secuencia del

espaciador del sgRNA.

6.2.8. Formacion de duplex

Se mezclaron 10 ul de cada oligo (forward y reverse) a partir de
diluciones de 150 ng/ul preparadas en Buffer de Duplex (Acetato de
potasio 100mM; HEPES 30 mM; pH 7.5). Posteriormente, las soluciones
de oligos se incubaron a 95°C durante 10 minutos en un termociclador. Al

finalizar este tiempo, para cada duplex se incub6 a Tm -5°C por 10 minutos
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y finalmente cada duplex se dejé enfriar a temperatura ambiente. Una vez
a temperatura ambiente, los duplex se congelan para su posterior uso. La
formacion de duplex se confirmé mediante corrimiento en geles de
acrilamida/bisacrilamida al 20% tenidos con SybrSAFE (Invitrogen
S33102)

6.2.9. Generacion de bacterias calcio competentes

Como primer paso, se preparo el cultivo de células a transformar desde
1 noche antes (1mL de medio LB, a 37°C y 200 rpm), y se incub6 de 12-16
horas.
Terminada la incubacién, se anadié 1 mL del cultivo a 99 mL de medio LB
fresco y se incubo en las mismas condiciones hasta que la DO fue de 0.6.
Posteriormente, se separd el medio en diferentes tubos Falcon de 50 mL y
se incubé por 20 min en hielo. Pasado el tiempo de incubacion, se
centrifugd a 4°C a 4000 rpm por 10 minutos. Después, se desecho el
sobrenadante y se aspir6 el medio residual. A continuacion, se
resuspendio cada pastilla en 20 mL de solucién 0.1M de CaCl2 fria y se
incub6 por 30 minutos. Posteriormente, se centrifugd con las condiciones
previas. Finalmente, se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las
pastilas con 5 mL de solucién 0.1M CaCl2 con 15% glicerol y se

almacenaron a -70°C o utilizaron para transformacion.

6.2.10. Transformacion por choque térmico

Células TOP10 competentes se transformaron mediante choque
térmico con 2-10 ul de plasmido. Después, las bacterias se incubaron en
hielo por 30 minutos y posteriormente a 42°C por 90 segundos para

incubar nuevamente en hielo por 5 minutos. Posteriormente, las bacterias
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se incubaron en medio LB a 37°C con agitacion por 1 hora y se sembraron

en una placa con medio LB ampicilina a 37°C por 16 hr.

6.2.11. Obtencion de plasmido por lisis alcalina

A partir de cultivos bacterianos de 15 ml en medio LB con 100 ug/ml de
Ampicilina, se inocularon 250 I de medio en un nuevo cultivo con 50 ml de
a 37°C por 16 horas. A partir de este cultivo, el DNA plasmidico se obtuvo
siguiendo las indicaciones del kit ZymoPURE™ Il Plasmid Midiprep Kit o
del QIAGEN™ Plasmid Midi Kit.

6.2.12. Secuenciacion por método de Sanger

Para este método, tras obtener los plasmidos purificados, se utilizaron
200 ng de ADN plasmidico y el kit BigDye siguiendo las instruccion del
proveedor en reacciones de 20 ul. Las condiciones de reaccion fueron las

siguientes:

Tabla 2: Especificaciones para la reaccién de secuenciacion

Etapa
Parametro . Ciclos (30 ciclos) . L
Incubacién — . - —— Refrigeracion
Desnaturalizacion Alineamiento Extension
Tasa de cambio 1°C/segundo
Temperatura 96° 96° Tm- 5° 60° 4°
Tiempo (mm:ss) 01:00 00:10 00:05 05:00 00

Los productos de la secuenciacion se purificaron en columnas de
Zymo-Spin IB, luego de centrifugacion a 15,000-16,000 g x 30 segundos
se desecho el sobrenadante y se anadieron 300 ul de Sequencing Wash
Buffer. Después de un paso de lavado, se anadieron 10 ul de agua

inyectable a 42°C y se incubd por 10 minutos. Finalmente, se centrifugé a
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15,000-16,000 g x 15 segundos, se anadieron 10 ul de formamida HiDi al

eluyente y el producto se cargo en placas para secuenciar.

6.2.13. Extraccion RNA

Se utiliz6 el kit de extraccion de RNA de ZYMO RESEARCH Direct-Zol
TM RNA MiniPrep w/TriReagent con Numero de catalogo R2051-A.
Primero, se utilizd el reactivo de trizol, 350 u 800 ul para lisar células
sembradas en una caja p60 o p100, respectivamente. Posteriormente, se
anadio etanol al 96% y se mezcldé mediante pipeteo. Se transfirio la
muestra una columna y se centrifugé a 10,000 g por 30 segundos. Se
realizd tratamiento con DNAsa, posterior a un lavado de 400 ul de RNA
Wash Buffer. Para ello se preparé una alicuota con 5 il de DNAsa (6 U/ ul)
y 75 ul de DNA Digestion Buffer. Se mezcld por inversion y se anadio a la
columna. Tras una incubacion de 15 minutos, se anadieron 400 ul de
Direct-zol RNA PreWash y se centrifugd a 10,000 g por 30 segundos. Se
elimin6é el eluyente y se repite este paso centrifugando por 1 minuto.
Finalmente, se transfiri6 la columna a un tubo nuevo, se anadieron 50 ul de
agua libre de RNAsas y se centrifugé en las mismas condiciones. La
integridad del ARN se verifico mediante un gel de agarosa al 1% la pureza

y el rendimiento se determinaron mediante el uso de un nanodrop.

6.2.14. Sintesis de cDNA

La sintesis de cDNA se realiz6 utilizando 500 ng de RNA alicuotado a
10 pl con agua inyectable. Posteriormente, se mezclé el buffer de
Retrotranscripcion 10X, mix de dNTPSs (100 mM) 2.5X, Random primers
RT 10X, MultiScribe Reverse Transcriptase y agua inyectable. Esta mezcla

se llevo a 10 ul y se anadié a los 10 ul de RNA (500 ng). Posteriormente,
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en un termociclador, se incubd la reaccion a 25°C por 10 minutos, después

a 37°C por 120 minutos y finalmente a 85°C por 5 minutos.

6.2.15. Digestion enzimatica de ADN plasmidico

Bbsl
Brevemente, se mezclaron 300-500ng de DNA, 1 ul de Buffer NEBuffer 2.1
(Tris-acetato 33mM pH 7.9, acetato de magnesio 10 mM, acetato de
potasio 66 mM, 0.1 mg/ml de BSA) y 1.5 U de la enzima Bbsl.

EcoRI FastDigest
Se mezclaron 2 ul de buffer 10X Fast Digest, 1 ul de enzima EcoRI Fast, 1
ng de ADN a digerir y agua c.b.p. 20 pl. La incubacién se realizé por dos

horas y media a 37°C.

BstXl y Xhol
Se mezclaron 2 ul de NEBuffer 3.1, 1 ul de enzima BstXI (10 U), 0.5 ul de
Enzima Xhol (10 U), 1 ug de plasmido a digerir y agua c.b.p. 20 ul. La

incubacion se realizd por 12-16 horas a 37°C.

Todos los productos de restriccion se evaluaron por corrimiento
electroforético a 100 V por 50 minutos en geles de agarosa al 1 % tenidos

con SybrSAFE utilizando el ADN no digerido como control.

6.2.16. Purificacion de ADN a partir del gel de agarosa

El producto digerido se depositdé en un gel de agarosa al 1 % utilizando
un pozo doble. Las bandas de interés se cortaron sobre el transiluminador

de luz UV y se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 ml. El ADN se
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purificé con el kit de extraccion PureLink de marca InvitroGen o con el kit
de StrataPrep DNA Gel Extraction kit de Agilent Technologies. La banda
del gel se solubilizé con buffer L3 a 50°C por 10 min, mezclando por
inversion el tubo un par de veces cada 3 minutos. Una vez solubilizada la
agarosa, se incubd por 15 minutos adicionales a la misma temperatura.
Después, se anadié 1 volumen de isopropanol. La mezcla se cargd a una
columna y se centrifugd a 12,000 g x 1 min. Este proceso se repitié 3
veces, recuperando el eluyente después de cada repeticién y volviéndolo a
depositar en la columna. Posteriormente la columna se lavd con 500 ul de
buffer W1. Para remover el buffer, se centrifugd la columna a ¢12,000 g
por 1 minuto, descartando el eluyente. Después, para remover el etanol
presente en el buffer W1, se centrifugé la columna a la maxima velocidad
por 2 minutos. Finalmente, el ADN se eluyé con 50 ul de buffer E5 y una

centrifugacion a 12,000 g por 1 minuto.

6.2.17. Ligacion

Las ligaciones se llevaron a cabo con la enzima T4 DNA ligasa marca
Thermo Scientific. Para el caso de la ligacion del duplex con el vector
pc0040-LwaCas13a_crRNA, se prepard una mezcla con 100 ng del vector
linearizado, y ADN del inserto a una relacion molar de 1:5, 2 ul de buffer
T4 DNA ligasa, 1 U de ligasa T4 en un volumen total de 20 pl. La reaccién
se incub6 a 16°C por 1 noche. En el caso de los productos de PCR que
contienen los sgRNAs con el vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4 se
realiz6 con 100 ng de vector digerido y con 50 ng de producto de PCR
digerido y con 3 U de ligasa T4.
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6.2.18. Lipotransfeccion en células HeLa

Se transfectaron células HelLa sembradas en una caja p60 o en
portaobjetos a una confluencia del 80 %. Inicialmente, en tubos separados,
se anadieron las siguientes cantidades de OptiMem, Lipofectamina 2000 y
ADN::

Tabla 3: Volumenes para preparacion de lipotransfeccion

Cubreobjetos P60
Tubo 1 OptiMem 75 ul - OptiMem 150 ul
Lipofectamina 2000 1 ul  Lipofectamina 2000 2.5 ul
Tubo 2 OptiMem 75 ul - OptiMem 150 ul
Vector ADN 2 ug Vector ADN 5 g

Posteriormente, se mezcld el contenido de ambos tubos en un Falcon™
de poliestireno de 5 mL con fondo redondo y se dejé incubar por 5 minutos.
Tras finalizar la incubacién, se anadieron 500 ul de medio completo al tubo
Falcon™, se homogenizo el contenido y, finalmente, se agrego a las células;

las cuales se dejaron incubando por 48 horas.

6.2.19. Generacion de vector pSLQ1651 -sgRNA(F+E)-sgGal4 con

insertos de sgRNAs

Para la generacion del vector de transferencia con los diferentes
sgRNAs, tras obtener el plasmido pC0040-LwaCas13a crRNA con los
distintos crRNAs, se realizaron distintas PCRs para obtener el sgRNA de
cada plasmido, afnadiendo los sitios de restriccion BstXl y Xhol.
Posteriormente, se realizd una digestion con estas enzimas a los
productos de PCR y al plasmido pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4.

Subsecuentemente, se cargaron las digestiones en un gel de agarosa para
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purificar las bandas de la digestion. A continuacion, se realizd una ligacion
de estos fragmentos purificados con el del vector digerido y se utilizé dicha
ligacion para realizar una transformacién por choque térmico de bacterias
TOP10. Posteriormente se realizaron PCR de colonia para analizar la
incorporacion del inserto al plasmido y se realizaron cultivos para la
extraccion del plasmido mediante MidiPrep. Finalmente, se realizaron

reacciones de secuenciacion para verificar la integridad de la secuencia.

6.2.20. Infeccion lentiviral de fibroblastos

Primero se cultivaron células HEK LentiX a una confluencia de 90 %.
Después, se realizé6 una lipotransfeccién con los vectores de envoltura,
empaquetamiento y de transferencia en una relacion 1:2:3,
respectivamente. Se utilizaron 2 ;g del vector VSV-G (envoltura), 4 ug del
vector PAX2 (empaquetamiento) y 6 ng del vector de transferencia. Para
realizar dicha lipotransfeccion, primero se utilizaron 24 ul de Lipofectamina
3000 (el doble de la cantidad de plasmido total utilizado) en 125 ul de
OptiMem. Después, en otro tubo, se afiaderon los plasmidos en las
cantidades ya mencionadas con 125 ul de OptiMem. Posteriormente se
mezcld el contenido de ambos tubos y se incubd por 20-25 min.
Posteriormente se goted la mezcla en la caja con las HEK LentiX cubiertas
con medio OptiMem y se dejé incubar por 5 horas. Pasadas las 5 horas, se
removid el medio y se anadid medio de proliferacion. Tras una incubacion
de 48-72 horas, se recuperd el medio y se centrifugé a 500 g x 10 min.
Después, se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo, al cual se le
anaderon 3 volumenes de concentrador. Se mezcl6 por inversion y se dejo
incubar a 4°C por 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 1,500 g x 45

minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendié la pastilla con
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1/10 del volumen original utilizando DMEM sin suplementar. A esta mezcla
se le anadié polibreno para tener una concentracién de 7 ug/ml. Esta
mezcla se le agregd a fibroblastos en confluencia de 70 %. Tras 24 horas,
se removid el medio y se anadio medio de proliferacion. Finalmente, tras
24 horas, se cambid el medio de proliferacion por medio de seleccion con

el antibidtico correspondiente.

6.2.21. RT-qPCR

Para la cuantificacion de los niveles de expresion de ATXN7, se utilizé
la siguiente combinacién de reactivos para 1 reaccion: 6 ul de SYBR Green
2X PCR Master Mix, 0.5 ul de Primer F 10 M, 0.5 ul de Primer R 10 uM,
1 ul de mezcla de cDNA ( 25 ug), y 4 ul de agua inyectable. Cada muestra
se midi6 por triplicado con duplicado técnico. Al terminar la preparacién de
todas las muestras, se utilizé un programa en el termociclador RotorGene
de QIAGEN con las siguientes caracteristicas: 2 min a 95°C, 40 ciclos de
desnaturalizacion por 5 segundos a 95°C seguido de alineacion y extension
por 10 segundos a 60°C. Al terminar los 40 ciclos, se realizaron curvas
Melt desde los 50°C hasta los 99°C con un aumento de 1°C en cada paso.

Finalmente, los datos se analizaron utilizando el método de delta delta Ct.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion de cultivos de fibroblastos derivados

de pacientes con SCA7

7.1.1. Genotipificacion de fibroblastos

La genotipificacion de los fibroblastos GM03440 y GM03561 se realizd
mediante la medicién de los repetidos de CAG en el gen de ATXN7. Se
determind que los alelos de las células GM03440 tienen 10 y 12 repetidos,
mientras que en los fibroblastos GM03561 hay alelos con 8 y 54 repetidos
(Figura 13), confirmandose la presencia de repetidos expandidos CAG con
lo cual se pueden utilizar las células GM03561 como modelo de estudio de
SCA?7.

10 12

\ GM03440 GM03561

| ’ J\ |

Figura 13: Genotipificacion de fibroblastos GM03440 y GM03561 mediante
TP-PCR y electroforesis capilar.

Por otro lado, mediante la técnica de tetra primer PCR determinamos
la presencia del SNP rs3774729 en los fibroblastos GM03561, ya que se

puede observar una banda de 150 pb, cuya amplificacién solo es posible
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en presencia del SNP en el ADN gendémico (Figura 14).

400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

369 pb Ctrl
218 pb Sano
150 pb SNP

100pb  Sano SCA7 - Sano SCA7 Sano SCA7

DNA
ladder

56°C 58 °C 60 °C

Figura 14: Identificacion de la presencia del SNP rs3774729 mediante
PCR.

7.1.2. Medicion de niveles de expresion de ATXN7 mediante RT-PCR

Para verificar la expresion de nuestro gen de interés en ambas lineas
celulares, se realizé una RT-PCR y se observaron las bandas en los
tamanos esperados para ActB y ATXN7 (160 pb y 142 pb,

respectivamente).



37

3440 3561 1kb

plus
Act ATXN7  Act  ATXN7 DNA
ladder

Figura 15: Confirmacion de la expresion de ATXN7 en lineas celulares
3440 (WT) y 3561 (SCA7) mediante RT-PCR.

7.2. Diseno in silico de crRNAs dirigidos al RNA
mensajero de ATXN7

Para lo obtencion de los parametros para el diseno de los crRNAs de
SNP y Acc, se utilizo el programa de RNAxs, basandonos en 4 parametros
principales, los cuales son: Accesibilidad del RNA de 16 nucledtidos,
Asimetria de la secuencia, autoplegabilidad y terminales libres. En teoria,
mientras mas cercanos a 1 estén estos parametros, mejor sera el
desempeno del guia. Para el caso del crRNA de CAG, debido a la
complejidad de la estructura secundaria que se forma en dicho tracto, se
opt6 por usar el software CASilico, el cual nos permitié medir los mismos 4
parametros. A continuacion, se presentan los resultados de los 4

pardmetros para los 3 crRNAs seleccionados:
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Tabla 4: Resultados de analisis in silico de los crRNAs seleccionados

crBRNA Acc 16 nts Asimetria Autoplegabilidad Terminales libres

SNP 0268 75 1 1
Acc 8729 75 1 1
PolyQ  .075 75 6523 1

7.3. Clonacion de <crRNAs en el plasmido
pc0040-LwaCas13a_crRNA y subclonacion en el
vector pSLQ1651 -sgRNA(F+E)-sgGal4

7.3.1. Formacion de duplex y transformacion

La formacion del duplex a partir de oligos de cadena sencilla, para dar
lugar a tres cRNAs distintos: (CAG),, dirigido a la regién PolyQ; Acc,
dirigido a la regién de mayor accesibilidad al RNA mensajero; y SNP
dirigido a la region donde se encuentra el SNP rs3774729, fue exitosa.
Mediante electroforesis en gel de acrilamida al 20 % se pudo observar una
diferencia en la migracién entre los oligonucleétidos de cadena sencilla en
comparacion con los oligos de doble cadena (Figura 16). A pesar de que
los primers de cadena sencilla tienen la misma cantidad de pares de bases
que el duplex, debido a que el duplex es ADN de doble cadena, su
velocidad de migracion es mas lenta. Por esa razon, se puede observar un

retraso en la migracion de la banda correspondiente a los duplex.
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Fwd Rev Duplex Fwd Rev Duplex Duplex Fwd Rev Duplex
CAG Acc SNP

Figura 16: Formacion adecuada de duplex CAG, Acc & SNP.

Posteriormente, cada duiplex se ligé en el plasmido
pc0040-LwaCas13a_crBRNA y los productos de la ligacidén se transformaron
en bacterias TOP10. En la Tabla 5 se muestra el numero de colonias

candidatas por cada condicion de ligacion:

Tabla 5: Colonias transformadas

Inserto Cantidad al transformar Volumen de medio en caja Cantidad de colonias
150M|| S0l (2)
CAG 5 ; =
K 150
10 wl 3
I
;
Acc 5 /: 2
K 150
10 ul 11
SNP 10 ul 150 pl 13
Plasmido lineal 5 pl 200 pl 0
Plasmido cerrado 5 pul 50 ul +++
(control de
transformacién)
Sin antibiético (control 5 ul 50 ul 44+

de viabilidad de
células competentes)

Posteriormente, se montaron reacciones de PCR con las colonias
candidatas seleccionadas para verificar el éxito de la ligacién. De acuerdo

con el disefo de esta PCR, los fragmentos de amplificacion corresponden
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con 163bp para la presencia del inserto y 142 bp para un vector sin
inserto. Como controles y para tener referencia de los tamanos esperados,
se realiz6 también una PCR para amplificar ATXN7 y Actina (ActB) a partir
de cDNA, en la cual los amplicones tienen tamanos de 142 y 160 pb,
respectivamente. En la Figura 17 se puede observar que todas las colonias
seleccionadas correspondientes al cRNA CAG contienen el inserto
deseado, mientras que entre las colonias seleccionadas del cRNA Acc solo
una tenia el vector recircularizado, una colonia no amplificé y tres colonias
tenian el inserto deseado. Para el crRNA de SNP, solo una colonia tenia
plasmido recircularizado y en otras 6 se ligaron correctamente (Figura 17).

Acc CAG
ATXN Act 100 pb 13%2b SNP

142 160 DNA

1 2 3 4 5 6 7
54 3 21 ob pb 5 4 3 2 1 |34der ladder

163 pb
142 pb

Figura 17: PCR de colonias transformadas.

Posteriormente, se seleccion6 una colonia de cada crRNA que tuvo el
vector adecuado y se realizé un cultivo para posteriormente aislar el
plasmido mediante MidiPrep. Enseguida se realizé una PCR confirmatoria
con cada plasmido purificado (Figura 18). En este gel se observa que la
amplificacion del plasmido con el crRNA de CAG parece tener un tamano
ligeramente mas grande que el de Acc. Creemos que esta diferencia en la

migracién puede deberse al alto contenido de GC en el crRNA CAG, lo
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cual probablemente produce estructuras secundarias mas complejas que
impiden la migraciéon normal del fragmento amplificado. Sin embargo, se
puede concluir que los plasmidos con los crRNAs de Acc, CAG y SNP se

amplificaron y purificaron de manera exitosa.

Acc  backbone 100 SNP

pb backbone

Figura 18: Confirmacion de inserciones de crRNAs CAG, Acc & SNP en
vectores.

Finalmente, se realiz6 una secuenciacion de tipo Sanger para verificar la
identidad del inserto en los plasmidos obtenidos. En estos casos, se puede
observar que el inserto de cada plasmido coincide perfectamente con la
secuencia esperada, por lo que la clonacion de estos crRNAs se realizé de

manera exitosa (Figura 19).
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pC0040- aaaaacgaaggggactaaaacatgtette-———======mmmmmmmmmm e gaagacaattttttggtaccgagctegaatt

LwCas13a
crRNA

pC0040-
LwCas13a AAAAACGAAGGGGACTAAAACATGTCTTCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT

crRNA con
insercion de

crRNACAG s W WA WA AW WA W WA AN A A

AAAAACGAAGGGGACTAAAACATGTCTTCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT
pC0040-  IEIEBIRNEBIRNB oo

LwCas13a aaacgaaggggactaaaacatgtctte-——-—====-==mmmmmmmmmmm oo gaagacaattttttggtaccgagetcgaatt
crRNA

pC0040-

LWCas13a  AAACGAAGGGGACTARAACATGTCTTCTTTTTTTTTTTTTTGTAGGTTAAGARAAGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT
crRNA con

insercion de
crRNA Acc ‘ ‘

AW VYV WAL
AAACGAAGGGGACTAAAACATGTCTTCTTTTTTTTTTTTTTGTAGGT TAAGAAAAGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT
OO

pC0040- aaacgaaggggactaaaacatlgtcttcl ---------------------------- Igaagac]aattttttggtaccgagctcgaatt
LwCas13a
crRNA

pC0040-
LwCas13a
crRNA con
insercion de
crRNA SNP

AAACGAAGGGGACTAAAACATGTCTTCTGTGGACATTGTTCATGGCTGGCACTTTGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT

AAACGAAGGGGACTAAAACATGTCTTCTGTGGACATTGTTCATGGCTGGCACTTTGAAGACAATTTTTTGGTACCGAGCTCGAATT

Figura 19: Secuenciacion del plasmido con los diferentes insertos
correspondientes a las secuencias de los crRNAs.

7.3.2. Generacion de vectores lentivirales

Debido a que los vectores generados en el paso anterior no contienen
las regiones 5 LTR (Long Terminal Repeat, por sus siglas en inglés)
requeridas por los retrovirus para la insercidon de secuencias de ADN al

genoma, se optd por clonar los diferentes sgRNAs mediante PCR a un
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vector que permitiera expresar los sgRNAs en un sistema lentiviral. Tras la
amplificacion correcta de los sgRNAs, se digirieron tanto los productos de
PCR como el vector pSLQ1651-sgRNA(F+E)-sgGal4 para ligar ambos
productos. Posteriormente, se procedié a la transformacion de bacterias
competentes y a la confirmacion de la transformaciéon mediante PCR.
Finalmente, se secuenciaron los plasmidos obtenidos para verificar la
secuencia de los sgRNAs insertados en el vector de expresion lentiviral.
La generacion de dichos plasmidos fue exitosa, y se confirmé mediante

secuenciacion (Figura x.). (Figura 20).

pstaies:- (NI m
sERNA[F+E)- LELLEE ctegag
¢pGala

PSLO1651-
sgRNA[F+E}-sgGald ([, ) [ |
sNe TGT T CCGATTTAGAC TACECCARAAACGAA GG ECAC T AAAACATGTCTTC TG TOCACATTGT TCATOECTCECACTTTGAAGACARTTTTTTCTCGAG
PSLO16S1-
sgimAll e ] sgriatd IR e T T T P e
|iE.1d0 con crRMA L < |- E— | —

CAG in silico e T TGO GATTTAGA A DL AR AR A AR LG LT AR AR AT LT T T G TR T T T G TGO TG L TR TR TRAAGACAATTTTTTC o gagt actag

I 1, ' |
pSLO1651- |“|| Ill"lu ™ II| ks '-'I 1. | _I"."'I |l |I il

SERNA[F+E)-sgGald | “' 5"5' |' 'I""Lf" A o AN A M
* ) ] i M

L W
CAG C'TS:"SML'T'LEJ."'A[("(MMA.(..MMJ"'AMI(ATGT T TG TGC TG T TeL TG TGC TR TR TRAAGACAAT TT"T""T(.;AJ::TACTJ.J
PSLO1651-
RMA[F+E)- ald
Sls_‘ dc:: ”E’M lecacet g TTOCGATTTAGACTACCCCAMAACGAAGEGEACTAAMCATETC TTOCAGAL TATGOCTCOACAMGCCAGGCATTGAMACAATT TTTTC tegag tacta
Ig4 con cr
curl in siffeo
|
| ]
pstatest- o g ) T T PR A T
sgrna(r+£)-sgGai (LWL - W Tt e .
Ctrl CCACCTTGTTGGEATTTAGACTA '{""EqM.h{GﬂGCrGu—-CTAAAl ATGTCTTOLAGRL TATRIGTCGAL ARSI CAGGT 'TMiCq-TTT"T TEGAGTACT

Figura 20: Secuenciacion de los plasmidos con diferentes sgRNAs
insertados.
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7.4. Determinacion de la expresion de Cas13 a partir del
vector pC034 - LwCas13a-msfGFP-2A-Blast

Primero se realizd una digestion enzimatica para comprobar la identidad
e integridad del plasmido. Se utilizé la enzima EcoRlI, ya que el plasmido
tiene dos sitios de corte, con lo cual se generan fragmentos de 1.9 kb y
11.1 kb (Figura 21).

Casl3a

plus 100pb N.D. EcoR

10 kb 11.1kb

2 kb 19kb

1.5kb

Figura 21: Digestién enzimatica con EcoRI del plasmido pC034 -
LwCas13a-msfGFP-2A-Blast.

Posteriormente, se realizaron lipotransfecciones en células Hela para
determinar mediante Western blot y microscopia de fluorescencia la
expresion de la nucleasa Cas13a fusionada a GFP.

En el Western blot, al utilizar un anticuerpo anti-GFP, pudimos determinar

la expresion de la nucleasa Cas13a fusionada a GFP



45

(LwCas13a-msfGFP), ya que se observa una banda de 171 kDa a partir de
extractos proteicos derivados de cultivos transfectados con este plasmido.
Por el contrario, observamos una banda de 28kDa a partir de extractos
proteicos provenientes de células transfectadas con el plasmido
pPEGFP-N1 el cual produce solo GFP (Figura 22).

eGFP  msfGFP-
-N1 Casl3

— 171 kDa
100 kDa
70kDa

3 min

55 kDa

T. exp

— 28 kDa

Figura 22: WB de células Hela lipotransfectadas con GFP o
Cas13-msfGFP.

Por su parte, mediante microscopia de fluorescencia se determiné que
la Cas13 se expresa correctamente, ya que se observa localizada dentro
del nucleo debido a la sefal de localizacidén nuclear (NLS) presente en la
proteina de fusiébn con GFP (Figura 23). En contraste, las células
transfectadas con el plasmido pEGFP-N1 muestran una senal verde

fluorescente tanto en el nucleo como en el citoplasma.



eGFP DAPI Merge

eGFP-N1

Casl3a

Figura 23: Fluorescencias de células Hela transfectadas con
msfGFP-Cas13a y eGFP-N1 como control.

7.5. Expresion estable de la nucleasa Casi3 en

fibroblastos de SCA7 mediante infeccion lentiviral

Tras la lipotransfeccion de las células Lenti-X con los vectores para
generar las particulas lentivirales, se pudo observar la fluorescencia
correspondiente a cada vector, confirmando la expresion de sgRNAs

(mCherry) y Cas13 (GFP) en estas células (Figura x.). (Figura 24).
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HEK Lentix
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o
L
2
pC034 - LwCas13a-msfGFP-2A-
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g

]

=
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E

pCO040-LwaCas13a sgRMA CAG

Figura 24: Imagenes de fluorescencia de células HEK Lenti-X con vector
de LwCas13 y sgRNA CAG.

Posteriormente, se realizaron ensayos de resistencia a Blasticidina y a
Puromicina para determinar la concentracion de seleccion de los
fibroblastos. Con estos ensayos, se determin6 que la concentracion

adecuada para la Blasticidina era de 8 ng/ul y para la Puromicina de 0.5

ng/ul (Figura 25).
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Figura 25: Curvas de resistencia a Blasticidina (arriba) y Puromicina
(abajo). Se selecciond la concentracion que eliminara al 100 % de las
células en un tiempo de 3-5 dias.

Tras la infeccion y seleccion de los fibroblastos, se pudo observar la
misma fluorescencia con el vector que expresa el sgRNA CAG (Figura 24)

y con el vector que expresa la LwCas13a (Figura 27).



3561 con LwCasl3a

3561 sin infeccion
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mCherry GFP mCherry

Fibroblastos no Fibrablastos infectados
infectados con CAG sgRNA

Figura 26: Fibroblastos infectados lentiviralmente con el vector que
expresa el sgRNA CAG.
DAPI Merge

GFP

Figura 27: Microscopia de fluorescencia de fibroblastos infectados
lentiviralmente con el vector que expresa la LwCas13a. Fibroblastos
infectados con el vector pC034 - LwCas13a-msfGFP-2A-Blast (arriba),
fibroblastos GM03561 control (abajo).
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De igual manera, se realizé un western blot con extractos proteicos de la
linea estable que expresa la LwCas13a. En este ensayo pudimos observar
la banda en el peso esperado, o que nos permite determinar que la proteina

LwCas13a se esta expresando exitosamente en la linea estable (Figura 28).
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Figura 28: Western blot con anticuerpo «-GFP de extractos proteicos de
linea de fibroblastos estable que expresa la LwCas13a. La placa fue
revelada tras exposicion por una noche.

Finalmente, tras una lipotransfeccion a las células que expresan la
nucleasa Cas13 con los vectores que contienen los sgRNAs, se realizo
una fluorescencia y se determind que los vectores expresan de manera

adecuada los sgRNAs (Figura 29).
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Figura 29: Microscopia de fluorescencia de fibroblastos Cas13 con
sgRNAs. Obijetivo utilizado: 10X.
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Figura 30: Microscopia de fluorescencia de fibroblastos Cas13 con
sgRNAs. Objetivo utilizado: 40X.
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7.6. Estandarizacion de la técnica de RT-gPCR para
evaluar los niveles de transcrito de ATXN7 en
fibroblastos de SCA7

Para la cuantificacion de los niveles de expresion de ATXN7, se realizé
una RT-gPCR vy se utilizé el método de delta delta Ct, utilizando como gen
de referencia TBP. En la Figura X se puede observar una tendencia en el
aumento de la expresién de ATNX7 en Los fibroblastos 3561 de SCA7 en
comparacion con los controles 3440. Estos datos demuestran la
estandarizacion de la reaccion de qPCR para analizar posteriormente la
eficiencia del sistema CRISPR/Cas13.

ATXNT
1.6+ ns
5 .

Z 1.4-
3
o~
[+ 8
e
— ]
P
Z 104 [+
=
=L
0.8
3440 3561

Figura 31: Medicion de los niveles de ATXN7 en lineas celulares 3440
(WT) y 3561 (SCA7) mediante RT-PCR utilizando TBP como gen control.
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8. Discusion

Actualmente no existe un tratamiento contra la SCA7, por lo que existe
la necesidad de crear terapias mas efectivas. Este trabajo tuvo como
objetivo la implementacion del sistema CRISPR/Cas13 para evaluar la
degradacion del transcrito de ataxina-7 en fibroblastos derivados de
pacientes con SCA7. Asi mismo, uno de los objetivos de este proyecto
consistio en determinar la presencia de un SNP asociado con la mutacién
de SCA7, el SNP rs3774729 (Greenberg et al., 2006), con la finalidad de
evaluar la degradacién alelo especifica del transcrito ATXN7 mutante sin
alterar la expresién del alelo wild type.

Varios trabajos han evaluado la degradacion de la proteina mutante
como estrategia de terapia contra SCA7. Sin embargo, los abordajes
enfocados en la proteina dejan intacto al RNA el cual, por evidencia
experimental obtenida en nuestro laboratorio, sabemos tiene participacion
en la patogénesis de la enfermedad al interaccionar y secuestrar proteinas
que alteran su funcién influyendo en la pérdida de la homeostasis. En este
sentido, nuestro abordaje enfocado en la degradacién del RNA adquiere
relevancia.

De igual manera, el uso de softwares para determinar las secuencias
de crRNAs como RNAxs y CASilico nos permite obtener los mejores
candidatos evaluando un conjunto de 4 parametros relevantes para el
funcionamiento adecuado del sistema. Estos softwares de prediccidon
estructural han sido utilizados en varios trabajos publicados, por lo que su
efectividad ha sido comprobada en otros estudios independientes (Tafer et
al., 2008; Asadbeigi A et al. 2022).

El sistema CRISPR/Cas13, como una herramienta de degradacion de
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RNA, se ha utilizado exitosamente en trabajos previos. Por ejemplo, se ha
implementado dicho sistema de manera efectiva in vivo utilizando modelos
murinos de la enfermedad de Huntington, utilizando sgRNAs dirigidos a la
region PolyQ, logrando reducir drasticamente los niveles de expresion de
RNA y en consecuencia de la proteina mutante. Interesantemente, este
trabajo demostro también que el uso de la estrategia CRISPR/Cas13
dirigida a los repetidos CAG no afecta de manera significativa los niveles
de expresion de otros elementos repetitivos de trinucledtidos como
CUG (Morelli et al., 2023).

En nuestro conocimiento, el presente trabajo representa la primera vez
que se implementa el sistema CRISPR/Cas13 dirigido al transcrito de
ATXN7 de manera lentiviral en fibroblastos con SCA7. El método de
infeccién lentiviral nos permite estudiar de manera mas sencilla la
efectividad del sistema CRISPR/Cas13, ya que las lineas estables
expresan los componentes de manera permanente, evitando la necesidad
de otros métodos como nucleofecciones, particulas inorganicas,
electroporacion o lipotransfecciones para suplementar las células con los
componentes del sistema. Por ejemplo, las lipotransfecciones, que son
muy complicadas de realizar de manera efectiva y en altos porcentajes en
fibroblastos (Kucharski et al., 2021), ya no son necesarias, ya que la linea
estable generada en este proyecto expresa la proteina Cas13 de manera
permanente.

En este trabajo se implementé de manera exitosa el sistema
CRISPR/Cas13 en fibroblastos de pacientes con SCA7. Se generd una
linea estable de dichos fibroblastos que expresan la proteina LwCas13a.
Esta linea estable permitira estudiar la efectividad de dicho sistema tras

analizar los niveles de expresion del transcrito mutante de SCA7 mediante
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RT-gPCR tras la transduccion de los sgRNAs clonados en el sistema
lentiviral. Es importante resaltar que en este trabajo también hemos
identificado la presencia del SNP rs3774729 en los fibroblastos de SCA7
GMO03561, el cual se ha asociado con la presencia de expansion de los
repetidos CAG en un grupo de pacientes con SCA7, lo cual nos permitira
determinar si el uso de un sgRNA dirigido a esta regién puede resultar en
la degradacién alelo especifica del transcrito mutante. En este momento,
aun no hemos evaluado la efectividad del sistema, sin embargo, hemos
implementado y estandarizado todos sus componentes por lo que
consideramos que el sistema esta listo para poder evaluarse.
Consideramos que este sistema puede ser de gran relevancia ya que

representa una alternativa de terapia contra la SCA7.
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9. Conclusiones

Se identificé el SNP rs3774729 en fibroblastos derivados de pacientes
con SCA7.

Se disenaron in silico 3 crRNAs dirigidos a diferentes regiones del RNA
mensajero de ATXNY.

Se clonaron exitosamente los sgRNAs en el vector lentiviral pSLQ1651-
sgRNA(F+E)-sgGal4

Se gener6 un cultivo de fibroblastos GM03561 con expresion estable de

la nucleasa Cas13 a través de infeccién lentiviral.

Se estandarizd la técnica de RT-gPCR para evaluar los niveles de
transcrito de ATXN7 en fibroblastos de SCA7.

Se generaron los componentes del sistema de degradacién del ARN
mensajero de ATXN7 utilizando el sistema CRISPR/Cas13a.
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10. Perspectivas

El siguiente paso para verificar la eficacia de este sistema de
degradacion es medir mediante RT-gPCR los niveles de expresion del
transcrito ATXN7 transduciendo los crBRNAs en los fibroblastos que
expresan establemente la nucleasa LwCas13a, ambos elementos del
sistema CRISPR/Cas13 ya generados en este trabajo. De manera
relevante, de acuerdo con nuestro disefio, ademas de evaluar la
disminucién del transcrito de ataxina-7, se puede determinar la efectividad
de degradacién alelo especifica al utilizar el crRNA dirigido al SNP

rs3774729, el cual se ha asociado con la mutacién de SCA?Y.
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