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RESUMEN

El descubrimiento de los sistemas CRISPR-Cas y concretamente del sistema
CRISPR-Cas9 ha supuesto una revolucion en el campo de la ingenieria genémica y la
biotecnologia, puesto que permite editar cualquier region del genoma de cualquier
organismo de manera altamente eficaz, precisa y economica. Asi, desde su
descubrimiento como un sistema natural de inmunidad adaptativa en organismos
procariotas, sus caracteristicas estructurales y funcionales han sido estudiadas y
redefinidas hasta obtener variantes de CRISPR-Cas9 que incrementan la versatilidad de
esta maquinaria para su empleo en investigacion e industria. En el presente trabajo se
realiza una revision teérica de las caracteristicas generales, estructura y funcién de
CRISPR-Cas9 en la naturaleza asi como de las funciones y aplicaciones que lo perfilan
como una de las mas novedosas y eficaces herramientas biotecnolégicas conocidas.
Ademas, para ejemplificar su empleo como mecanismo de edicion gendmica, se llevara a
cabo el disefio de un proyecto experimental mediante el disefio de un oligonucleétido que
permitira la introduccion y expresion de la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) en el
organismo eucariota Saccharomyces cerevisiae.
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ABSTRACT

The discovery of CRISPR-Cas systems and specifically the CRISPR-Cas9
system has led to a revolution in the field of genomic engineering and biotechnology, since
it allows to edit any region of the genome of any organism in a highly effective, precise and
economical way. Thus, since its discovery as a natural system of adaptive immunity in
prokaryotic organisms, its structural and functional characteristics have been studied and
redefined until obtaining variants of CRISPR-Cas9 that increase the versatility of this
machinery for its use in research and industry. In the present work a theoretical review of
the general characteristics, structure and function of CRISPR-Cas9 in the nature as well
as of the functions and applications that profile it as one of the most novel and effective
known biotechnological tools. In addition, to exemplify its use as a genomic editing
mechanism, the design of an experimental project will be carried out by designing an
oligonucleotide that will allow the introduction and expression of the GFP (Green
Fluorescent Protein) protein in the eukaryotic organism Saccharomyces cerevisiae.
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RESUMO

O descubrimento dos sistemas CRISPR-Cas e concretamente do sistema CRISPR-
Cas9 supuxo unha revolucién no campo da inxenieria xenémica e a biotecnoloxia, posto
que permite editar calquera rexion do xenoma de calquera organismo de maneira
altamente eficaz, precisa e econdmica. Asi, dende o seu descubrimento como un sistema
natural de inmunidade adaptativa en organismos procariotas, a suas caracteristicas
estructurais e funcionais foron estudadas e redefinidas ata obter variantes de CRISPR-
Cas9 que incrementan a versatilidades desta maquinaria para o seu emprego en
investigacion e industria. No presente traballo realizase unha revision tedrica das
caracteristicas xerais, estructura e funcion de CRISPR-Cas9 na natureza asi como das
funciéns e aplicacions que o perfilan como unha das mais novedosas e eficaces
ferramentas biotecnoloxicas cofiecidas. Ademais, para exemplificar o seu emprego como
mecanismo de edicion xenémica, levarase a cabo o desefio dun proxecto experimental
mediante o desefio dun oligonucleétido que permitira a introduccién e expresion da
proteina GFP (Green Fluorescent Protein) no organsimo eucariota Saccharomyces
cerevisiae.

Palabras clave: CRISPR-Cas, CRISPR-Cas9, edicidbn xendmica, Cas9, sgRNA



GLOSARIO

bp: par de bases (base pair)

Cas: genes o proteinas asociados a CRISPR (CRISPR-associated)
CRISPR: agrupacion de repeticiones palindromicas cortas regularmente
interespaciadas (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats)

CRISPR-Cas: agrupacion de repeticiones cortas palindrobmicas
regularmente interespaciadas asociadas a nucleasas Cas.
CRISPR-Cpf1:agrupacion de repeticiones palindromicas cortas
regularmente interespaciadas de Prevotella 'y Francisella 1)

crRNA: RNA transcrito de CRISPR (CRISPR RNA)

dCas: Cas9 defectiva para la actividad nucleasa

Di-CRISPR: CRISPR-Cas de integracion en delta (delta integration
CRISPR-Cas)

DSB: doble corte en la cadena (double-stranded break)

GFP: proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)

HDR: reparacion directa por homologia (homology directed repeat)

Indel: insercidén o delecidon

nCas: Cas9 nicasa

NHEJ: reparacibn de union de extremos no homologos (non-
homologous end joining)

nt: nucledtido

NUC: I6bulo con actividad nucleasa de Cas9

HNH: dominio nucleasa de Cas9

ORF: pauta abierta de lectura (open reading frame)

PAM: motivo adyacente al protoespaciador (protospacer adjacent motif)
Pl: dominio de reconocimiento de la secuencia PAM

REC: |6bulo de reconocimiento de Cas9

SRSR: repeticiones cortas regularmente interespaciadas (short regularly
spaced repeats)

tracrRNA: noncoding trans-activating CRISPR-RNA

TALENSs: nucleasas tipo activadores de transcripcidn (transcription
activator-like effector nucleases)

Tm: temperatura de fusién de oligonucleétidos (melting temperature)
ZFNs: nucleasas de dedos de zinc (zinc-finger nucleases)
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1.INTRODUCCION

Tras la publicacion de la estructura tridimensional del polimero de ADN por Watson
y Crick en 1953 (Watson & Crick, 1953), el interés por desentraiar las claves que hacen
de esta molécula el origen de la vida no dejan de crecer entre la comunidad cientifica. Sin
embargo, no es hasta los afios 70 del siglo pasado cuando tiene lugar el gran auge de la
biotecnologia y dentro de esta, de la ingenieria gendmica. Con ella, no sélo se pretenden
comprender los engranajes que posibilitan la vida tal y como la concebimos, sino que se
busca dar un paso mas alla, modificando la informacién genética a antojo del ser humano
para obtener un objetivo concreto.

Paralelamente el desarrollo de técnicas que permiten la modificacion del ADN, la
investigacion cientifica vuelca también un gran esfuerzo en el estudio del material
genético de los organismos procariotas, que habitan la Tierra desde hace 4 millones de
afnos y de los que el ser humano ha obtenido beneficio de multiples formas (Mojica &
Rodriguez-Valera, 2016).

La suma de las novedades obtenidas mediante el estudio general del material
genético y el analisis de la informacion genética procariota da sus frutos en la década de
los 90, cuando aparecen nuevas ténicas de secuenciacion que abren el camino al
conocimiento de los genomas completos de los organismos vivos. Gracias a estas
herramientas, en 1995 se publica por vez primera el primer genoma completo de una
bacteria (Fleischmann et al., 1995). Ademas de esto, es en este momento cuando se
descubren las primeras herramientas de edicion gendmica a través de mecanismos de
recombinacién homéloga empleando secuencias apareables con el sitio diana que se
quiere modificar (HDR o reparacion directa por homologia) o incluyendo inserciones y
deleciones a través del mecanismo de reparacion de dobles roturas en el ADN (NHEJ o
reparacion de union de extremos no homologos). Asi, se descubren sistemas de edicidén
gendmica tales como ZFNs o los TALENs (Gaj, 2014). Sin embargo, ninguna de estas
tecnologias es tan eficaz, de tan facil disefio y econédmicamente viable como la que
trataremos en esta memoria: el sistema CRISPR-Cas empleado por los organismos
procariotas como sistema de defensa inmune y reinventado para la edicion gendmica
(Ran et al., 2013). Este sistema auna los conocimientos conseguidos a lo largo de los
anos mediante el estudio de la estructura de la molécula de ADN y las peculiaridades de
la gendbmica procariota y se perfila con un gran protagonismo en el presente y futuro de la
genética moderna.

2. OBJETIVOS

1. Ofrecer un acercamiento sobre el sistema CRISPR-Cas9 al lector, realizando un
analisis detallado de su estructura y modo de accién en situaciones naturales asi como
de los avances que le han permitido convertirse en la herramienta de edicidon
gendmica mas prometedora del presente y el futuro. Para ello, se realizara una
extensa revision bibliografica que sera gestionada con la herramienta de gestion
bibliografica Mendeley.

2. Disefiar un sgRNA que permita la edicion del gen gfp en la levadura Saccharomyces
cerevisiae con el fin de realizar una demostracion practica de la utilidad de este
sistema. Para su ejecucion se emplearan los diversos programas informaticos
destinados a ello. Se seleccionara también el sistema mas adecuado para expresar el
gen gfp en dicha levadura y se disefara un sistema que permita descriminar los
organismos modificados del resto.

3. Redactar una memoria que incluya la informacion extraida de la revision bibliografica
consultada y que conformara la parte teorica del trabajo, y la parte practica con la
explicacion detallada del disefio experimental tedrico de modificacibn genética y
seleccion de candidatos.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Busquedas bibliograficas

Las busquedas bibliograficas, tanto de articulos de revisibn como de investigacion
cientifica, se realizaron utilizando las bases de datos del PubMed (del NIH), como de
Google Scholar. En algunos casos, para mejorar la comprension de algunos de los
mecanismos de CRISPR-Cas, se utilizaron figuras extraidas de casas comerciales, cuyas
URLs estan mencionadas a lo largo del texto.

3.2. Gestor bibliografico

Las citas referenciadas a lo largo del texto y la bibliografia final se implementaron
utilizando el gestor bibliografico Mendeley, con el formato Harvard Reference Format 1.

3.3. Diseno experimental de insercion de un marcador molecular en el genoma de
un organismo eucariota como ejemplo de herramienta de edicion genémica

Analisis y manipulacion experimental de las secuencias

Para el disefio experimental de insercion de un marcador molecular en el genoma de un
organismo eucariota se utilizaron las secuencias de la cepa de Saccharomyces cerevisiae
S288C, obtenida de la base de datos GenBank, y la secuencia codificadora de la proteina
fluorescente verde, obtenida de la base de datos de vectores de la casa comercial
Addgene. Para el reconocimiento de secuencias diana se utiliz6 el programa BLASTn del
NCBI. Para analisis de cadenas complementarias se empled el programa Reverse
Complement del servidor informatico Bioinformatics.org.

Disefio de cebadores

Para el disefio tedrico del meganucleétido guia para la produccién de sgRNA se utiliz6 el
servidor CRISPy-web. Para el disefio de los cebadores de amplificacion del casete de
insercion en el genoma de S. cerevisiae se utilizé la secuencia del casete GFP del vector
pCYC1m_yeGFP obtenido de Addgene y las temperaturas de hibridacion se calcularon
con la herramienta Tm Calculator de New England Biolabs.

4. RESULTADOS
4.1. Revision bibliografica: Descripcion del Sistema CRISPR-Cas

4.1.1. Antecedentes

En el afio 1993 un incipiente investigador espafiol, el alicantino Francis Mojica,
elegia como protagonista de su tesis doctoral a una arquea extremofila que habita en las
salinas de Santa Pola (Alicante) y que dota a las aguas de las salinas de una tonalidad
rosacea cuando se incrementa la concentracion de sal. Concretamente, Mojica se dedico
a estudiar la cepa R-4 de Haloferax mediterranei. El objetivo final de su trabajo era hallar
los mecanismos regulatorios que hacian posible que este microorganismo fuese capaz de
soportar las variaciones de salinidad en el ambiente (Mojica & Rodriguez-Valera, 2016).
Lo que este joven investigador aun no sabia es que terminaria descubriendo un sistema
que provee a organismos procariotas de inmunidad adaptativa y que la ciencia
reinventaria para convertirla en una de las mas revolucionarias herramientas de ingenieria
genética conocidas (Doudna & Charpentier, 2014).

A lo largo de su estudio, Mojica se fijo6 en unas secuencias concretas del genoma
de H. mediterranei que parecian sufrir modificaciones segun la salinidad presente en el
ambiente y que fueron seleccionadas para su secuenciacion y analisis de expresion
génica. Fue en estas secuencias donde se observaron los primeros patrones de repeticion
de secuencias nucleotidicas. En ellas, se observaron 14 repeticiones de pequefios
segmentos de ADN de 30 bp de longitud y parcialmente palindrobmicos que se sucedian a
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distancias regulares y que a su vez se encontraban separados entre si por otras regiones
nucleotidicas. Estas regiones repetidas se encontraban localizadas en un area
aparentemente no codificante préxima a las ORFs y no mostraban homologia con ninguna
proteina conocida (Mojica, Juez & Rodriguez-Valera, 1993). Algunos afos antes del
curioso hallazgo de Mojica, en 1987 un grupo de investigacion liderado por Ishino se
topaba también con 5 secuencias nucleotidicas repetidas en la regiéon flanqueante 3’ del
gen iap de una cepa de Escherichia coli cuando realizaban un estudio nucleotidico de
dicho gen. En este caso, las secuencias tenian una longitud de 29 nt y se disponian
separadas entre ellas por secuencias de 32 nt de longitud (Ishino et al., 1987). Este patron
de secuencias repetidas seria descrito también en otros organismos como Shigella
dysenteriae, Salmonella enterica y otras cepas de E. coli (Nakata, Amemura & Makino,
1989), Mycobacterium tuberculosis (Van Soolingen et al., 1991) y Haloferax volcanii
(Mojica et al., 1995).

La década de los 90 aporta al campo de la genética un panorama alentador debido
al desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacién que facilitan el estudio del genoma de
diversos organismos y aporta nuevos datos a cerca de estos (Mojica & Rodriguez-Valera,
2016). Estos nuevos avances permitieron describir las caracteristicas generales de los
particulares patrones de repeticiones de secuencias, conocidas como SRSR (Short
Regularly Spaced Repeats) (Mojica et al., 2000). Las SRSR se describen asi como
secuencias cortas de entre 24 y 40 bp que contienen en su estructura repeticiones
palindromicas terminales invertidas y altamente conservadas de hasta 11 bp de longitud.
Este tipo de estructura se ha encontrado en muchas y muy diversas especies procariotas
(concretamente en el 40% de las bacterias y aproximadamente el 90% de las arqueas
secuenciadas hasta el afio 2000), estando presentes en grupos filogenéticamente muy
distantes. Ademas, se demuestra que estas secuencias estan altamente conservadas en
miembros del mismo grupo filogenético pero que ademas existe un alto porcentaje de
similaridad entre dominios, indicando un claro origen comun (Mojica et al., 2000).

Es en el afio 2002, cuando observando las distintas nomenclaturas que se habian
empleado para denominar estas secuencias en estudio, Jensen y Mojica llegan al acuerdo
de referirse a estas como CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) (Mojica & Garrett, 2013).

Paralelamente al estudio de las caracteristicas estructurales del loci CRISPR, se
van llevando a cabo investigaciones que revelan la presencia de genes asociados al
mismo. Jansen, durante su estudio del genoma de la bacteria Gram-negativa Yersenia
pestis, revela la presencia de 4 genes estrictamente asociados a CRISPR y que pasarian
a denominarse genes cas (Jansen et al., 2002). En este estudio se vislumbran las
posibles funciones de los productos codificados por estos genes, las denominadas
proteinas Cas, y debido a la relacion tan intima de los genes cas con el loci CRISPR, se
sugiere que existe una relacion funcional entre ambas partes (Jansen et al., 2002). Las
proteinas codificadas por estos genes resultaron ser nucleasas o proteinas de interacciéon
con el ADN, como por ejemplo, helicasas. En estudios posteriores se descubre que estos
4 genes no conforman la totalidad de los genes cas, sino que 4 anos después se
describen 41 familias mas ademas de las 4 anteriormente descritas y también
encontradas en la vecindad de CRISPR (Haft et al., 2005).

Hasta aquel momento el estudio de CRISPR y de sus genes asociados no fue mas
que una mera descripcion de sus componentes y su organizacion dentro del genoma. Sin
embargo, es en el prolifico afio 2005 cuando se publican estudios altamente relevantes
acerca de la funcion bioldgica y origen del sistema CRISPR en procariotas. El analisis de
las secuencias de las estructuras CRISPR en distintas especies confirma la homologia de
las secuencias espaciadoras con elementos extracromosomales (fagos y plasmidos)
(Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel, Salvignol & Vergnaud, 2005). Este
hallazgo conduce a los investigadores a formular hipdtesis sobre una funcién inmune
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llevada a cabo por CRISPR en la que las secuencias espaciadoras serian las trazas de
los elementos genéticos externos que infectaron la célula en tiempos pasados (Bolotin et
al., 2005; Pourcel et al., 2005). En la linea de esta hipotesis, mas tarde se demuestra que
los organismos procariotas que contienen secuencias CRISPR, son menos susceptibles
de ser infectados de nuevo por organismos patdégenos que portan genomas con
secuencias homoélogas a las contenidas en dichas secuencias CRISPR (Mojica et al.,
2005). Sin embargo, no es hasta el afio 2007 donde se demuestra la funcion inmune
adaptativa del sistema CRISPR en Streptococcus thermophilus, al observar que esta deja
de ser sensible a la infeccibn por un fago al adquirir como espaciadores los
protoespaciadores presentes en dichos fagos (Barrangou et al., 2007).

Los estudios acerca de la estructura del sistema CRISPR-Cas y sus posibles
funciones prosiguen, pero es en el afio 2012, cuando la canadiense Jennifer Doudna y la
francesa Emmanuelle Charpentier reinventan el sistema de defensa inmune procariota
CRISPR, modificandolo y convirtiéndolo en un mecanismo eficaz y viable en el ambito de
la ingenieria genética (Jinek et al., 2012). A partir de este momento, son multiples los
estudios y articulos publicados que abalan este mecanismo como una promesa de la
edicidbn genética y muchas y muy variadas son ya las pruebas de su eficacia en la
modificacion de la informacion genética en organismos vivos (Figura 1).
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2005-2006
CRISPRs contain viral 2011
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Figura 1. Cronograma con los hitos de mayor relevancia que han permitido la descripciéon biolégica de
CRISPR vy su posterior empleo como herramienta de modificacion genética hasta el afio 2013 (Doudna &
Charpentier, 2014).

4.1.2. La Biologia del Sistema CRISPR-Cas en la Naturaleza
¢ Qué es el sistema CRISPR-Cas?

CRISPR-Cas es un sistema de inmunidad adaptativa procariota, presente en gran
parte de las bacterias y la practica totalidad de las arqueas que representa un ejemplo de
memoria molecular transmisible de forma hereditaria. El sistema CRISPR actua
recopilando y almacenando fragmentos de material genético de bacteriéfagos y plasmidos
invasores, que transcriben en forma de crRNAs. Son estos crRNAs los que actuaran
como guia de unas enzimas conocidas como endonucleasas Cas de la célula
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hospedadora, que en procesos infectivos posteriores degradaran el ARN o ADN foraneo
diana, siempre que éste presente una secuencia complementaria al crRNA (Mojica et al.,
2000); Mojica & Rodriguez-Valera, 2016; Wang, La Russa & Qi, 2016; de la Fuente-Nunez
and Lu, 2017). Un ejemplo general de la estructura de un locus CRISPR se puede
observar en la figura 2. Este locus presenta dos componentes diferenciados: el operon
cas, que contiene las regiones codificantes de las endonucleasas y otras proteinas de
uniéon a ADN; y la region CRISPR, que esta formada por secuencias repetidas
intercaladas con pequefas secuencias espaciadoras, de origen exégeno (Figura 2).

Maturation and interference Adaptation
| 11 1

tracrRNA cas9 casl cas2 csn2
>_|—I<>l0l<>l0l<>l<>l
| I |

cas operon CRISPR repeat-spacer array

Figura 2. Estructura del locus CRISPR-Cas9 (Doudna & Charpentier, 2014).

Clasificacion de los sistemas CRISPR

Existen diversos sistemas CRISPR que en la actualidad se encuentran clasificados
en 2 clases, 5 tipos y 16 subtipos, siguiendo un criterio basado en la arquitectura de sus
componentes y sus mecanismos de accién (Makarova et al., 2011; Shmakov et al., 2015).
En primer lugar, segun quien lleve a cabo la escision de los acidos nucleicos invasores, se
distinguen sistemas CRISPR de clase 1 y clase 2. De esta forma, bajo la denominacién de
clase 1 se encuentran todos aquellos sistemas que requieren de un gran complejo de
proteinas efectoras guiado por ARN para llevar a cabo la escisibn del ADN o ARN
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Figura 3. Esquematizacion comparativa de las distintas etapas de funcionamiento de los distintos tipos que
conforman los sistemas CRISPR-Cas (tipos I, Il y Ill). En esta figura podemos visualizar las diferencias en la
biologia de los tres tipos, observando que el tipo Il difiere en gran medida de la maquinaria empleada por
sus vecinos (Hsu, Lander & Zhang, 2014).
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Etapas del funcionamiento del Sistema CRISPR-Cas

En general, el funcionamiento del sistema CRISPR para la consecucion de la
inmunidad adquirida se puede dividir en tres etapas bien diferenciadas: etapa de
adquisicion, etapa de expresion y etapa de interferencia (Figura 4). Cada uno de los
diferentes tipos de sistema CRISPR presenta peculiaridades propias de su biologia, sin
embargo, este trabajo se centrara en analizar el modus operandi del sistema CRISPR-
Cas9, de tipo .

La etapa de adquisicidon tiene como objetivo la captacion e incorporaciéon de
fragmentos de DNA foraneo (ya sea ADN o ARN, plasmidico o virico, y a los que nos
referiremos con el nombre de protoespaciadores cuando todavia se encuentran formando
parte del genoma del ente invasor) al locus CRISPR de la célula hospedadora. Dentro de
CRISPR, estos protoespaciadores seran insertados (pasando a denominarse
espaciadores) entre las secuencias repetidas y en posicion 5° respecto a la secuencia
espaciadora y siempre tras la secuencia lider. En el caso del sistema CRISPR-Cas tipo Il,
esta fase corre a cargo de las proteinas Cas1 y Cas2 (Sapranauskas et al., 2011), que
son las encargadas de escindir el protoespaciador del resto del material genético foraneo
e incluirlo dentro del locus CRISPR (Figura 4).

A continuacion, en la etapa de expresion, CRISPR se transcribe dando lugar a un
largo transcrito primario denominado pre-crRNA, que contiene al locus tracrRNA y a todos
los espaciadores adquiridos en la etapa anterior separados por secuencias repetidoras.
Este pre-crRNA es procesado mediante la endonucleasa RNAasa lll, dando lugar a
secuencias de ARN constituidas por una unica region espaciadora flanqueada por una
corta secuencia repetitiva, que servira como zona de anclaje de Cas9 en la etapa
posterior. Estas secuencias son los denominados crRNAs (Figura 4).

La etapa de interferencia tiene lugar cuando el genoma de un organismo foraneo
reincidente intenta de nuevo infectar la célula. En este estadio, el crRNA maduro se une
mediante complementariedad de bases Watson-Crick a la secuencia activadora tracrRNA,
formando un hibrido de RNA (tracrRNA:crRNA), necesario para dirigir a la endonucleasa
Cas9 hacia la secuencia diana del material gendmico invasivo que debe degradar.
Mediante el apareamiento de bases del crRNA con la secuencia diana del ente infectivo
(formando el complejo cuaternario tracrRNA:crRNA:DNA), Cas9 lograra la neutralizacion
del agente invasivo mediante la generacion de una DSB en la secuencia diana del mismo
(Tang et al., 2002; Jinek et al., 2012; Brouns et al., 2008; Deltcheva et al., 2011; Karvelis
et al., 2013; Kirchner & Schneider, 2015; Wang, La Russa & Qi, 2016; de la Fuente-Nufez
& Lu, 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Visién general de los componentes y etapas de actuacion del sistema CRISPR de tipo Il en su
defensa de la célula contra agentes invasivos. En la etapa de adquisicion las proteinas Cas1 y Cas2 actuan
escindiendo secuencias del material genético invasor, que sera integrado en el locus CRISPR como
secuencia espaciadora (S=espaciadora), entre secuencias repetidoras (R=repetidoras). Durante la etapa de
expresion, el locus CRISPR daré lugar a un transcrito primario que sera escindido en pequefios crRNAs por
la RNAasa lll. En la etapa de interferencia final, se formara un complejo efector entre los crRNAs, tracrRNA
y Cas9, la cual escindird aquellas regiones del ADN foraneo complementarias a la secuencia crRNA con la
que esté formando complejo (Kirchner & Schneider, 2015).

Como podemos observar, la secuencia tracrRNA es un pequefioc RNA no
codificante con dos funciones criticas, disparar el procesamiento del pre-crRNA por la
enzima RNAasa lll y subsecuentemente activar la guia del crRNA para la escision llevada
a cabo por Cas9. Aunque este sea el mecanismo natural de accion de CRISPR-Cas, en
los procesos de edicidn genética (los cuales trataremos mas adelante), se tiende a la
simplificacion de la maquinaria fusionando en una quimera a tracrRNA y crRNA y dando
lugar asi al denominado sgRNA. Este sgRNA retiene la capacidad de guiar a la nucleasa
Cas9 hacia la secuencia diana que se pretenda variar. De esta forma, alterando
simplemente la secuencia de 20 nt complementaria a la secuencia diana de ADN (que se
corresponde con los primeros 20 nt de sgRNA en posicidon 5’), se podra modificar
cualquier region del genoma (Ran et al., 2013; Hsu, Lander & Zhang, 2014; de la Fuente-
Nufiez & Lu, 2017).

Una vez analizada toda la biologia del proceso de defensa inmune llevado a cabo
por el sistema CRISPR-Cas, podemos afirmar que es la transcripcion del locus CRISPR
(que da lugar a los crRNAs) la base de este mecanismo de defensa procariota contra el
material genético exégeno (Brouns et al., 2008).

En este proceso, una pequena secuencia adyacente a la secuencia del material
genético del organismo invasivo que es adquirida como espaciadora en el locus CRISPR
juega una gran importancia. Esta es la denominada secuencia PAM, de la que
hablaremos a continuacion.



Estructura y modo de accién de la proteina Cas9

La endonucleasa Cas9 esta presente en la ultima etapa del mecanismo. Cas9
presenta una arquitectura bilobular, constituida por el I6bulo de accién nucleasa NUC vy el
I6bulo de reconocimiento REC (Figura 5). Ambas estructuras se encuentran separadas
por un canal central cargado positivamente donde se inserta el heteroduplex de carga
negativa tracrRNA:crRNA:ADN en la etapa de interferencia. El I6bulo NUC, a su vez,
presenta 4 dominios: los dominios nucleasa HNH y RuvC creadores del DSB en la
secuencia diana del ADN invasor, el dominio Pl que interacciona con la secuencia PAM y
el dominio WED. La secuencia PAM consiste en una secuencia de tres a cinco
nucleétidos, que varia siempre entre especies y que es fundamental para el
reconocimiento de la diana por la endonucleasa (Leenay et al., 2017). Por su parte, el
l6bulo REC (que difiere segun los distintos ortdlogos de Cas9) agrupa las regiones que
actuan reconociendo al complejo tracrRNA:crRNA:ADN, diferenciandose en él los
dominios REC1, REC2 y BH (hélice puente) (Jinek et al., 2012; Nishimasu et al., 2014;
(Wang, La Russa & Qi, 2016).

Tanto la delecion del dominio Pl en el I6bulo NUC como la del dominio REC1 en el
I6bulo REC, abolen la actividad nucleasa de Cas9, indicando que ambos son criticos para
el desarrollo del mecanismo de defensa CRISPR-Cas. Ademas, ambos dominios adoptan
estructuras unicas no similares a ninguna proteina conocida, lo cual indica que son
dominios de funcién especifica de Cas9 (Nishimasu et al., 2014).

Los fosfatos presentes en el esqueleto nucleotidico del ADN diana interaccionan
con los dominios REC1, RuvC y PI (Nishimasu et al., 2014).

a)
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Figura 5. (a) Disposicién de los I6bulos de SpCas9 (con sus correspondientes dominios) en el espacio, de
forma lineal (Nishimasu et al., 2014). (b) (imagen inferior izquierda) podemos visualizar de forma
esquematica la estructura cuaternaria de Cas9 asociada al heteroduplex tracrRNA:crRNA:DNA en la etapa
de interferencia del sistema CRISPR-Cas. A continuacion (imagen inferior derecha) se muestra la estructura
que Cas9 adoptaria en el espacio, sefalizando los dominios de su arquitectura, comparando las nucleasas
de dos organismos distintos y pudiendo observar que ambas estructuras son practicamente idéntica (Wang,
La Russa & Qi, 2016).

La neutralizacion del material genético plasmidico o viral comienza por el
reconocimiento de la secuencia PAM por el dominio Pl de Cas9 (en la cadena no
complementaria de la secuencia que se pretende escindir) y del hibrido tracrRNA:crRNA
complementario a dicha secuencia. De esta manera se formara un complejo ternario
constituido por el complejo de ARN y la Cas9. Tras esto, ocurrira el apareamiento de
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bases entre el ADN infectivo y el crRNA, dando Iugar al heteroduplex de
aproximadamente 20 bp tracrRNA:crRNA:DNA, que se posicionara dentro de Cas9 en el
surco central entre los I6bulos REC y NUC. Una vez formando este complejo cuaternario
(tracrRNA:crRNA:ADN y Cas9) el dominio mébil HNH del 16bulo NUC se aproximara a la
cadena complementaria de la secuencia diana provocando su escision y lo mismo ocurrira
con el dominio RuvC con la cadena no complementaria. Como consecuencia, entre
ambos dominios se da lugar a una DBS que destruira el genoma del organismo infectante
(Nishimasu et al., 2014; Wang, La Russa & Qi, 2016) (Figura 6).
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Figura 6. Secuencia de accion de Cas9 en la neutralizacion del agente infectivo mediante la generacion de
DSBs en la secuencia diana de su ADN. En este esquema se puede observar la localizacién que adopta el
complejo ternario tracrRNA:crRNA:DNA en el surco medio entre los l6bulos REC y NUC de Cas9 y la
creaciéon de roturas en las cadenas del ADN infectante, originadas por los dominios HNH y RuvC en las
cadenas complementaria y no complementaria a crRNA, respectivamente (Doudna & Charpentier, 2014).

4.1.3. El Sistema CRISPR-Cas9 como Herramienta de Edicion Gendmica
Patrones de reparacion tras la escision de Cas9
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Tras la escision de la secuencia del ADN diana por Cas9 la cual ha generado un
DSB, esta rotura en la doble cadena debe ser reparada por la maquinaria celular. Estos
patrones de reparacion son aprovechados por los investigadores para generar
modificaciones en lugares concretos del genoma con el que se esté trabajando. Se dan
mayoritariamente dos patrones de reparacion, denominados NHEJ y HDR (Figura 7). El
mecanismo NHEJ de reparacién de DSBs es un patrdn caracterizado por ser “propenso a
errores” ya que se trata de un sistema de reparacion que deja cicatrices en forma de
indels en el lugar en el que actua. Estas mutaciones en forma de inserciones o deleciones
de nucledtidos, si tienen lugar en el interior de exones codificantes daran lugar a cambios
en la pauta de lectura que pueden dar lugar a la aparicion de codones de parada
prematuros. Debido a esto, puede generarse el silenciamiento de genes o elementos
genoémicos. Por su parte, el patron de reparaciéon HDR sélo tendra lugar ante la presencia
de una secuencia nucleotidica afadida de forma exdgena y que por tanto podra ser
usada como herramienta de modificacion altamente precisa (ya que es el propio
investigador el que decide cual sera la secuencia que sera introducida en el lugar de la
escision). Dicha secuencia debera ser de doble cadena y homodloga a las regiones
flanqueantes de la regién del ADN escindida donde vaya a incorporarse (Ran et al., 2013;
Wang & Qi, 2016; Xiong et al. 2016).

nCas y dCas

Una vez fueron conocidas la estructura de Cas9 y los dos tipicos sistemas de
reparacion de las DSBs generadas en el ADN, con el objetivo de que no ocurriesen
mutaciones no deseadas en las secuencias diana de ADN que se pretenden modificar a
causa del mecanismo de reparacion NHEJ, se invirti6 un gran esfuerzo en investigar
acerca de cOmo se podria solventar este riesgo. Fruto de estas numerosas
investigaciones nace nCas9, una nicasa Cas9 que tiene mutado uno de los dos dominios
nucleasa (HNH o RuvC), de manera que sélo podra escindir una de las cadenas de ADN
(Figura 8). De esta forma, si el objetivo es realizar un DSB sin que ocurran mutaciones
incontroladas, se deberan emplear dos nCas, cada una con una mutaciéon en un dominio
nucleasa distinto. Cada nCas escindira una de las hebras, generando extremos
protuberantes en los que no tendra lugar el NHEJ pero si se podra llevar a cabo un HDR
introduciendo una secuencia particular. Estas mutaciones se logran mutando el aspartato
situado en la décima posicion en el dominio RuvC a alanina (D10A) o la histidina en la
posicion 840 del dominio HNH a alanina (H840A) (de la Fuente-Nufez & Lu, 2017).

De la misma forma, también se pueden emplear nucleasas Cas9 con ambos
dominios nucleasa mutados (Figura 8), de forma que esta enzima perdera su accion
nucleasa pero no la de reconocimiento por complementariedad de bases Watson y Crick
de la secuencia diana de ADN. Estas son las denominadas dCas (o dead Cas). dCas son
empleadas como mecanismo de regulacion de la transcripcion, ya sea inhibiéndola o
activandola (CRISPRi y CRISPRa, respectivamente) o el marcaje fluorescente mediante
la fusion de dCas9 a proteinas como GFP para localizar mediante fluorescencia
secuencias concretas en el genoma, entre otras (Hsu, Lander & Zhang, 2014; Kirchner &
Schneider, 2015; Wang, La Russa & Qi, 2016; Xiong et al., 2016; de la Fuente-Nufiez &
Lu, 2017).
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Cas9 D10A nickase Cas9 H840A nickase

Figura 8. Representacion grafica y comparativa de las dos formas posibles de nCas9 y la forma no mutada
de Cas9. Véase como la mutacién en un dominio nucleasa, RuvC en el esquema central y HNH en el de la
derecha, inhabilita dicho dominio, funcionando Unicamente el dominio nucleasa contrario (Doudna &
Charpentier, 2014).

Cpf1 como enzima nucleasa y sus ventajas en el Sistema CRISPR-Cpf1

La proteina Cpf1, descrita en organismos tales como Francisella novicida (Zetsche et
al., 2015) y Lachnospiraceae bacterium (Dong et al., 2016) es una endonucleasa guiada
por ARN de entre 1.200 y 1.500 aminoacidos de longitud. Junto a CRISPR forma el
sistema CRISPR-Cpf1, dentro del tipo V de la clase 2 de los sistemas CRISPR-Cas. El
sistema CRISPR-Cpf1 presenta diferencias estructurales frente al sistema CRISPR-Cas9
ya estudiado que, como veremos, facilitaran su uso como herramienta biotecnolédgica
frente al segundo.

« La primera diferencia entre ambos sistemas es que en el sistema CRISPR-Cpf1,
Cpf1 no requiere la presencia de tracrRNA ni para la maduraciéon de los crRNAs ni
en la etapa de interferencia, ya que el complejo formado por crRNA-Cpf1 es capaz
de escindir el ADN por si solo (Figura 9). Ademas, el crRNA empleado en este
sistema es mucho mas corto (aproximadamente 42 nt) que el utilizado en el
sistema CRISPR-Cas9 (que ronda los 100 nt). Ambas caracteristicas facilitan y
abaratan el costo de produccion de disefio de herramientas para la edicion
gendmica (Zetsche et al., 2015; Dong et al., 2016).

« Por otro lado, al igual que Cas9 Cpf1 efectua un DSB, pero a diferencia de la
primera que genera extremos cohesivos, Cpf1 genera un corte escalonado en el
ADN, generando extremos protuberantes en posicidon 5’ de entre 4 y 5 nt de
longitud (Figura 9). La existencia de extremos protuberantes, como hemos
explicado, impide los NHEJ creadores de indels. De esta forma, pudiendo diseiar
un inserto de ADN cuyos extremos sean complementarios a los extremos
protuberantes dejados por Cpf1 en el ADN, este sera capaz de integrarse en la
orientacién correcta (Zetsche et al., 2015; Dong et al., 2016).

+ Relacionado con la caracteristica anterior, CRISPR-Cpf1 se posiciona como una
mejor herramienta biotecnolégica frente a CRISPR-Cas9, ya que elimina el riesgo a
la aparicion de indels dentro de la secuencia diana de ADN que pudiesen eliminar
toda opcién a una nueva insercion de ADN en ese sitio en concreto. Esto se debe a
que Cpf1 escinde el ADN en el extremo distal del protoespaciador y no dentro de la
secuencia diana como Cas9. Gracias a esto, cualquier indel que se pudiese
generar después de la reparacion NHEJ no afectaria a la secuencia diana, que se
mantendra invariable después de varias rondas de escision (Zetsche et al., 2015;
Dong et al., 2016).

«+ Por ultimo, otra ventaja de este sistema es que reconoce regiones PAM ricas en
timina (en contraste con los PAM ricos en guanosina reconocidos por la familia
Cas9). Esto permite la edicibn de genomas de organismos ricos en adenina y
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timina y de regiones del genoma de organismos en general ricas en estos
nucleétidos, que con el sistema CRISPR-Cas9 no podrian ser modificados
(Zetsche et al., 2015; Dong et al., 2016).
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Figura 9. Esquema comparativo de la estructura de los sistemas CRISPR-Cas9 y CRISPR-Cpf1 (imagen
superior) y de la etapa de interferencia llevada a cabo por ambos sistemas (imagen inferior). Es destacable
la no presencia de tracrRNA, la escisién escalonada que da lugar a extremos protuberantes de 5 nt de
longitud y la posicién 5’ de la secuencia PAM rica en T en el sistema CRISPR-Cpf1, caracteristicas que
difieren del sistema CRISPR-Cas9 anteriormente explicado (Sontheimer & Wolfe, 2015).

Debido a las caracteristicas estructurales que incrementan las ventajas del sistema
CRISPR-Cpf1 frente a otros sistemas de edicion genética, este ha comenzado a ser
utilizado en el campo de la ingenieria genética en diversos organismos y con distintas
finalidades. Ejemplo de esto es su utilizacién en la correcidén de la distrofia muscular en
cardiomiocitos humanos y de ratones (Zhu et al., 2017), la modificacién de la bacteria
Corynebacterium glutamicum, muy empleada a nivel industrial para la sintesis de
aminoacidos y ahora, mediante el sistema CRISPR-Cpf1, también para la obtencion de
otros productos como biofuels (Jiang et al., 2017) o en diversas modificaciones genéticas
en ratones (Watkins-Chow et al., 2017).

¢ Por qué CRISPR-Cas ha resultado ser una herramienta biotecnolédgica revolucionaria?

Ahora que conocemos la estructura y el modo de actuacién del sistema CRISPR-
Cas, cabe preguntarnos por qué este sistema inmune adaptativo procariota, reinventado
como herramienta biotecnoldgica, ha resultado ser una de los mayores y mas
revolucionarios descubrimientos en el campo de la ingenieria genética. Y es que CRISPR-
Cas no ha sido la primera tecnologia de modificacién del material genético, sino que antes
de ella fueron empleados otros mecanismos, tales como los ya mencionados ZFNs y los
TALENSs. En este apartado abordaremos las ventajas que han convertido a CRISPR-Cas
en una alternativa sencilla, eficaz y barata de edicidbn genética, por delante de sus
predecesores.

Por un lado, el empleo de CRISPR-Cas para editar multiples fragmentos de ADN
es facilmente viable ya que simplemente basta con personalizar la secuencia nucleotidica
del sgRNAs de tan solo 20 nt de longitud que se apareara con el ADN diana que se quiera
modificar. Por el contrario, el empleo de ZFNs y TALENSs requiere del disefio de nuevos
genes cada vez que se quiera modificar una regioén distinta del genoma (Figura 10). Esto
supone un incremento en la dificultad, en los costes y en el tiempo de desarrollo del
proceso. Ademas, debido a esto, CRISPR-Cas es un sistema altamente eficaz ya que
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puede ser empleado para la modificacion simultanea de multiples loci, Unicamente
incluyendo en la célula a modificar los distintos sgRNAs correspondientes a las
secuencias objetivo de la edicion genética, lo que incrementa la eficacia de este método
de edicion (Ran et al., 2013; Hsu, Lander & Zhang, 2014). Por ello, CRISPR-Cas se ha
alzado como una de las grandes promesas de la Biotecnologia contemporanea,
prometiendo grandes mejoras en campos tan dispares como la Medicina o la
alimentacion.
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Figura 10. Diferencias fundamentales entre el sistema CRISPR y los sistemas ZFN y TALENT. En el primer
sistema basta con disefiar un sgRNA para localizar y degradar la secuencia diana. En los dos ultimos, es
necesario modificar las ORFs que codifican para las endonuleasas con el fin de que éstas reconozcan las
secuencias diana y puedan degradarlas (Ott De Bruin, Volpi & Musunuru, 2015).

4.2. Diseno tedrico de un sgRNA para edicion del genoma de un organismo
eucariota

Tras haber profundizado de manera teorica en la estructura y mecanismos del
sistema CRISPR-Cas9, a continuacion se expone un ejemplo practico de su uso como
herramienta de edicidn genética en el organismo eucariota Saccharomyces cerevisiae. El
objetivo es mostrar, paso a paso, de qué forma se puede introducir en el genoma de esta
levadura el gen que codifica para la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) en las
denominadas secuencias delta, dispersas por todo el genoma de este hongo. Para ello es
necesario el disefio de un sgRNA que conduzca a la nucleasa Cas9 hasta dichas
secuencias, donde generara un DSB gracias al cual se puede llevar a cabo la introduccién
del gen gfp por recombinacién homologa.

a. Microorganismo: Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae es un hongo unicelular del
que se conoce su genoma completo (es el organismo eucariota mejor conocido por lo
que es tomado como modelo biolégico del dominio). Su genoma consta de 6.000
genes repartidos en 16 cromosomas (Reynaud, 2010). La eleccion de S. cerevisiae
como protagonista de nuestro disefio se debe a que es una especie robusta y tolerante
a condiciones adversas, que ha sido empleada a lo largo de la historia en multiples
campos como la alimentacién (pan, vino o cerveza) o la sintesis de compuestos
farmacéuticos. Debido a ello, muchos son los avances en ingenieria genética que son
testados en este organismo (Shi et al., 2016). Particularmente, en este caso se emplea
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la cepa S. cerevisiae S288C, cuya secuencia completa se encuentra disponible en el
GenBank.

Localizacion de la insercion. Para realizar la insercidn del macador molecular se
utilizan lo sitios delta. Se trata de secuencias de aproximadamente 330 bp
ampliamente distribuidas por todo el genoma de los organismos del género
Saccharomyces (Gafner, Robertis & Philippsen, 1983). Para localizar las secuencias
delta en la cepa S288C de S. cerevisiae, se realiza una busqueda de homologia en la
base de datos SGD (Saccharomyces Data Base) con secuencias delta obtenidas de la
bibliografia (Shi et al., 2016). Se selecciona una de las secuencias delta del
cromosoma XIV (YNLCdelta2), localizada entre las posiciones 102.192 y 102.525.

Seleccion del marcador molecular a insertar. En este ejemplo se selecciona el gen
que codifica para la proteina GFP, la cual es una proteina monomérica de unos 230
aminoacidos cuya peculiar estructura es la responsable de la emisidon de la
bioluminiscencia verde que la caracteriza (Tsien, 1998).

Disefo de cebadores y amplificacion del casete gfp-delta para inserciéon en el
genoma. El plasmido pCYC1m_yeGFP (Addgene) se utiliza como ADN molde para la
amplificacion del casete gfp-delta. Este vector contiene la ORF codificante de GFP,
flanqueada por un promotor (CYC1) y terminador (ADH1) que son funcionales en S.
cerevisiae (Figura 11).
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5485 bp

pBRIZ2_origin
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Figura 11. Esquema del vector pCYC1m-yeGFP de Addgene utilizado como molde para la aplificacion
(addgene.org ).

La amplificacién se hace utilizando unos cebadores quiméricos que contienen una

region que hibrida con la secuencia que pertenece al promotor (en 5’), en el caso del
cebador forward, o con la secuencia del terminador (en 3’), en el caso del cebador
reverse, y la secuencia delta para la recombinacién homoéloga (Figura 12). El objetivo es
amplificar el gen gfp mediante PCR para luego introducirlo en las secuencias delta de S.
cerevisiae mediante recombinacion homéloga. Para ello, debemos disenar los cebadores
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que nos permiten amplificar la secuencia nucleotidica completa del gen gfp junto con el
promotor CYC1 y el terminador ADH1. Para localizar la secuencia codificante de gfp en la
secuencia del plasmido pCYC1m_yeGFP se realiza un BlastN
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), entre la secuencia completa del vector y la secuencia
codificante de gfp obtenida de la base de datos GenBank. Esto permite conocer la
posicion exacta de la ORF del gen en el plasmido. Tras localizar la regién codificante, se
toman aproximadamente 1.000 bp 5’ y 3’ flanqueantes para tener la certeza de que las
regiones promotora y terminadora de gfp son amplifcadas también.

NN

CYCip GFP ORF ADH1t

delta2 CYClp GFP.ORF ADH1t delta2

Figura 12. Esquema del casete gfp-delta tras amplificacion por PCR con los cebadores
MegaCebadorDelta1 y MegaCebadorDelta2.

En estas secuencias flanqueantes, se seleccionan 19 nucleétidos para el disefio
del cebador forward y 21 nucleétidos para el cebador reverse:

Cebador gfp-deltaForward: 5-ATGCGGTGTGAAATACCGC-3’
Cebador gfp-deltaReverse: 5-GGGCCATTCTGTGCTGAATAG-3’

La diferencia de longitud en la secuencia de ambos oligonuclettidos esta
determinada por la Tm, que no debe diferir en mas de 1°C (Figura 13).

Note: Recent changes to Tm calculations

Anneal at
Product Group o
Qs v 67 °C
Polymerase/kit ' '
[ @5 High-Fidelity DNA Polymerase v| .
' Frimer 1
Primer Concentration (nM) 19 nt

~ ; 3%

| 500 | > Reset concentration
Primer 1
| ATGCGGIGTGAAATACCGE | =

Primer 2

21nt
Primer 2 52% GC
| GGGCCATTCTGTGCTGAATAG | [Tm: 68 °C]

Figura 13. Captura de pantalla en la que se observa la secuencia nucleotidica de los dos cebadores (Primer
1 = gfp-deltaForward y Primer 2 = gfp-deltaReverse) y la Tm final de cada uno de los cebadores, que es
exactamente la misma. Ademas, el programa informatico tmcalculator.neb nos da de forma automatica la
temperatura de anillamiento que tendra que tener la PCR (tmcalculator.neb).
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Siguiendo con el disefio de los cebadores, a continuacion se disefia la fraccion
nucleotidica complementaria a las secuencias delta y que posibilita la recombinacién
homologa en el genoma de S. cerevisiae (Figura 12). En este caso estas secuencias
tendran 30 nt de longitud y seran las siguientes:

«» Secuencia delta 5’: 5-TGTTGGAATAAAAATCCACTATCGTCTATC-3’
s Secuencia delta 3: 5-TGTTAATAGAGTTGTAAGTGGGTAAAGAGT-3’

Estas secuencias se afiaden a las secuencias de los cebadores gfp-delta en posicion
5’ para la obtencién de los megacebadores que son utilizados para la amplificacion del
casete mediante PCR (Figura 12) y posterior transformacién de la cepa S288C de S.
cerevisiae y que se inserta en el sitio delta por recombinaciéon homéloga:

+ MegaCebadorDelta1:
5-TGTTGGAATAAAAATCCACTATCGTCATGCGGTGTGAAATACCGC-3

+» MegaCebadorDelta2:
5-TGTTAATAGAGTTGTAAGTGGGTAAAGAGTGGGCCATTCTGTGCTGAATAG-3’

e. Diseiio del megaprimer codificante del sgRNA y construccion del plasmido Di-
Delta-Marta. Para el disefio del sgRNA se utiliza la herramienta Web CRISPy-Web
(http://crispy.secondarymetabolites.org). Para ello se descarga la secuencia completa
del del cromosoma XIV de la cepa S288C, en formato GenBank y se carga en la
aplicacion CRISPy-Web. Esta aplicacion realiza una busqueda automatica de
secuencias PAM dentro del rango de busqueda que el investigador acota. En este
caso se utiliza el rango 102.262-102.301, localizado dentro de la secuencia delta2 en
este cromosoma.

El output son varias secuencias nucleotidicas, de 21 nucleétidos de longitud (los
necesarios para la generacion de un sgRNA) y 3 nucleétidos correspondientes a la

secuencia PAM (en este caso, la secuencia NGG, para el sistema Cas9) (Figura 14).

CRISPy-web & Go back

Region: (102262 - 102301)

Start End Strand ORF Sequence PAM Obp mismatches 1bp mismatches 2bp mismatches Download
11 34 §l0= GRAGTTCTCCTCGAGGATAT AGG 1 6 Z -

4 27 ik = TATACTAGARAGTTCTCCTCS AGG 3 0 0 -

Figura 14. Output del andlisis de la region 102.262 -102.301 del cromosoma XIV de la cepa S288C de S.
cerevisiae realizado por la herramienta de busqueda CRISPy-Web (crispy.secondarymetabolites.org).

Aunque el programa genera automaticamente varias opciones, se seleccionan
aquellas que presentan menos posibilidades de off-targets. En el ejemplo propuesto, la
secuencia inferior presenta 0 posibilidades con 1 o 2 mismatches.

Para la sintesis del megaoligonucleotido se afiaden al disefio del mismo unas colas
conteniendo la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccibn que permiten la
insercion del megaduplex en el vector de expresion del sgRNA. En este caso se utiliza el
vector pDi-CRISPR (Shi et al.,, 2016), siendo el sitio de restriccion el sitio de
reconocimiento Bsal (Figura 15).
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pDi-CRISRP

U;3 trunURA3p  2-micron origin
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‘q; NG n : B
SNR52p delta-specfic SUP4t  TEF1p iCas9 ADH2t RPR1p RPRi1t

guide RNA

. Delta-specific guide RNA: tatactagaagttctcctcg

Figura 15. Esquema del vector pDi-CRISP. Este vector contiene la secuencia codificadora de iCas9, bajo el
control de un promotor y un terminador funcionales en levaduras. Contiene también la secuencia
codificadora del tracrRNA, también bajo el control de promotor y terminador funcionales en levaduras.
Ademas, presenta un sitio Bsal de insercion del fragmento de ADN codificador del sgRNA entre un
promotor (SNR52p) y un terminador (SUP4t) funcionales en levaduras (Shi et al., 2016).

Secuencia de los megaoligonucleodtidos para inserciéon en el sito Bsal de pDi-
CRISPR:

delta.gRNA1_MartaF
5- GGTCTCCCCAAATATACTAGAAGTTCTCCTCGAGGTTTAGAGCGAGACC -3’

delta.gRNA1_MartaR
5-GGTCTCGCTCTAAACCTCGAGGAGAACTTCTAGTATATTTGGGGAGACC -3

Tras la sintesis de estos dos meganucleétidos, se incuban para que autohibriden, se
digieren con Bsal junto con pDi-CRISPR, que también se digiere con Bsal, y se ligan entre
si para obtener el plasmido Di-Marta-CRISPR.

f. Transformacion de S. cerevisiae.

Para conseguir la modificacion se realiza la co-transformacion de la cepa S288C con
el plasmido conteniendo el fragmento de ADN que codifica el sgRNA, junto con el
fragmento amplificado por PCR del casete de gfp-delta, mediante el método con acetato
de litio descrito por Shi y colaboradores (Shi et al., 2016) o mediante electroporacion
(Dicarlo et al., 2013).

El plasmido Di-Marta-CRISPR expresara en el interior de las células transformadas el
gen que codifica para la endonucleasa iCas9, el trcrRNA y el sgRNA disefiado para la
insercion del casete gfp-delta en las secuencias delta2 de S288C. El complejo dirige a
Cas hacia el sitio delta2 produciendo los nicks en esta region reconocida por el sgRNA.
Mediante recombinacion homologa, la levadura repara estos nicks introduciendo el casete
gfp-delta que se ha introducido junto con Di-Marta-CRISPR (Figura 16).

g. Comprobacién de la insercion:

Con el fin de comprobar si la insercion se ha realizado con éxito, se observan las
células transformadas bajo un microoscopio de fluorescencia para analizar la emisién de
fluorescencia verde frente a un control negativo de células sin transformar.

Para comprobar si la insercidon se ha realizado en los sitios esperados se realizan
amplificaciones mediante PCR utilizando cebadores internos (dentro de la regidn
codificante de gfp) y externos (en la region delta).

Para comprobar la multiple insercidon de gfp se utiliza un espectrofotometro de
fluorescencia midiendo la intensidad de fluorescencia frente a un control negativo sin
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transformar y/o un control de copia unica (S. cerevisiae transformada con un vector
centromérico que contenga el gen que codifica GFP).

Di-CRISPR
CRISPR-Cas mediated DSBs
at delta sites

? ﬂ Guide
. -~
w— delta _‘m _—
g 8t

*’. ’ -2 = pathway
Cas9 * NGG >

pathway
Homologous recombination ¢
~ pathway g e
“ > -

Figura 16. Representacion grafica de los pasos seguidos en la introduccion del gen gfp en Saccharomyces
cerevisiae mediante recombinacion homéloga con las secuencias delta.

5. DISCUSION

5.1. Conclusiones generales sobre el Sistema CRISPR-Cas9 y perspectivas futuras
Tras una extensa labor de investigacion bibliografica, hemos podido conocer y
comprender en profundidad la estructura y actuacion de los distintos tipos de sistemas
CRISPR y mas concretamente dentro de estos, del sistema CRISPR-Cas9. Y es que lejos
de su funcion natural como sistema inmune en organismos procariotas, desde el afio 2012
CRISPR-Cas9 se ha redefinido como una herramienta de edicidn genética sin parangon
en el campo de la ingenieria genética y la biotecnologia. La elevada eficacia y precision
de este sistema se debe a sus caracteristicas estructurales. CRISPR-Cas9 esta
constituido por dos componentes que llevan a cabo distintas funciones: el casete
CRISPR, de funcion de reconocimiento, que almacena secuencias nucleotidicas de
elementos gendmicos externos que invadieron a la célula en el pasado y la proteina Cas9,
de funciébn endonucleasa, que degrada cualquier secuencia reconocida por CRISPR
mediante complementariedad de bases. Gracias a esto, CRISPR-Cas9 dota a la célula de
inmunidad adaptativa ya que disminuye las probabilidades de que un elemento genético
extrafio que previamente haya infectado la célula lo vuelva a hacer. Las caracteristicas
estructurales de este sistema se comprobaron que eran idéneas para su empleo en
experimentos de modificacion genética, ya que bastaria con introducir en la célula la
secuencia nucleotidica que querriamos modificar y que actuaria de guia de Cas9, para
provocar un cambio en dicha secuencia en el ADN o ARN celular. Pero esto no se quedo
aqui, sino que distintos ensayos de modificacion de Cas9, permitieron dar lugar a
variantes de esta endonucleasa que incrementarian la eficacia de este sistema. Surgen
asi la nCas9 y dCas9, que provocan el corte en una sola cadena o no efectuan corte
alguno, respectivamente, en la secuencia diana. Esto dio lugar al aumento del espectro de
funciones que CRISPR-Cas9 podria desenvolver, ya que ahora no solo podria ser
empleado como mecanismo de degradacion, sino que fusionando a Cas9 distintos
factores podriamos actuar sobre otras funciones como la transcripcién o la localizacion de
cualquier secuencia nucleotidica dentro del genoma de cualquier organismo. Por otra
parte, se han descrito sistemas CRISPR mas eficaces y de mas facil manejo en ingenieria
como el sistema CRISPR-Cpf1. En resumen, los sistemas CRISPR-Cas se alzan como la
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herramienta gendmica mas eficaz de entre los complejos moleculares editores conocidos,
abriendo un amplio campo de investigacion.

Por todas las razones y evidencias anteriormente comentadas, son muchas las
esperanzas puestas en la efectividad de CRISPR-Cas9 como herramienta de edicidon
genética. Sin embargo, son muchas las luces y sombras que se arrojan a este sistema
desde el punto de vista ético, tanto en su empleo en células somaticas pero sobre todo en
su aplicaciéon en células germinales, debido a que se desconocen los efectos que podrian
acarrear las modificaciones genéticas a largo plazo en la poblacién. Y es que la
vertiginosa velocidad a la que crece la investigacion de los sistemas CRISPR no ha
permitido una valoracion clara acerca de las consecuencias de su uso (Benston, 2017).
Un caso que ejemplifica el actual desconocimiento de las consecuencias de su empleo in
vivo, es un proyecto de investigacion publicado este mismo afio que empleaba la
tecnologia CRISPR en ratones, revela la aparicion de hasta 1.700 mutaciones
nucleotidicas por raton en zonas del genoma fuera de la region de homologia del sgRNA
y de las que se desconoce como han tenido lugar (Schaefer et al., 2017). Debido a casos
como este, existe una gran controversia respecto al empleo de esta herramienta editora
de material genético.

5.2. La efectividad del disefio de sgRNAs

En la actualidad existen diversos programas, que permiten la busqueda de
secuencias PAM en regiones determinadas de un genoma, como el caso que fue utilizado
en este ejemplo de disefio tedrico: CRISPy-Web. Sin embargo, serian necesarias
herramientas mas potentes para poder realizar anélisis de homologia entre secuencias de
pequefio tamafio (menores de 30 nucleétidos) frente a todo un genoma completo de un
organismo para poder localizar regiones de alta homologia que pudieran favorecer la
formacion de mutaciones off-target.

El sistema CRISPR-Cas9, es un sistema relativamente simple en cuanto al disefio,
tal y como se ha demostrado en este proyecto tedrico de edicion gendmica que
ejemplifica de forma practica la introduccion de un sgRNA en una célula, que actua
guiando una nucleasa Cas9 hacia una secuencia homologa en el ADN del genoma del
organismo que queremos modificar. Para ello, se ha disefiado un ARN guia que contiene
21 nucleotidos de la secuencia delta2, alli donde queremos introducir el gen gfp en S.
cerevisiae. Este disefio tedrico ha sido planteado para que la recombinacién se produzca
en multiples secuencias delta extendidas por todo el genoma de la levadura, y de alta
homologia entre ellas.

Sin embargo, para determinados casos experimentales, una edicibn muy precisa y
puntual es absolutamente crucial, como puede ser en posibles casos de terapia génica
con células humanas. En este sentido, actualmente estan siendo desarrolladas nuevas
tecnologias de alta sensibilidad para hacer un chequeo de genomas completos en
busqueda de off-targets (Park et al., 2017, Tsai et al., 2017) que posiblemente ayudaran a
perfeccionar este sistema en el futuro en cuanto a su fiabilidad y no sélo en cuanto a
facilidad de disefio, eficacia o bajo coste.
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6. CONCLUSIONES

K/
L X4

Tras una exhaustiva busqueda bibliografica en la que se han abordado todos los
aspectos relacionados con la biologia de los sistemas CRISPR, se ha logrado dar
una profunda vision de la estructura y funcionamiento de estos sistemas, no sélo
en la naturaleza sino también abordando sus variantes y usos en los campos de la
ingenieria gendmica y la biotecnologia.

Para ejemplificar de forma practica y consolidar los conocimientos obtenidos de
forma teodrica, se ha querido abordar una aplicacién practica del sistema CRISPR-
Cas9 mediante el disefio de una secuencia oligonucleotidica que permitiera la
expresion del gen gfp en Saccharomyces cerevisiae. Esto ha requerido del
aprendizaje de la utilizacién de diversos programas informaticos, bases de datos y
casas comerciales a partir de los cuales hemos obtenido las herramientas
necesarias para llevar a cabo el proyecto tedrico.

Por tanto, el desarrollo de esta memoria de fin de grado ademas de permitirme
ahondar en el conocimiento del mundo CRISPR me ha dotado de multiples
competencias transversales. Gracias a esto he tenido la oportunidad de conocer de
primera mano la metodologia a seguir en el disefio de un proyecto dentro del
campo de la biologia molecular y sacar adelante un proyecto de edicibn gendmica
empleando la herramienta biotecnolégica mas revolucionaria conocida.

6. CONCLUSIONS

K/
L X4

After an exhaustive bibliographical search that has addressed all the issues related
to the biology of CRISPR systems, it has been possible to give a deep vision of the
structure and operation of these systems, not only in nature but also addressing of
genomic engineering and biotechnology.

In order to practice and consolidate the theoretical knowledge, a practical
application of the CRISPR-Cas9 system has been sought through the design of an
oligonucleotide sequence that allows the expression of the gfp gene in
Saccharomyces cerevisiae. This has required the learning of the use of various
computer programs, databases and commercial houses from which we have
obtained the necessary tools to carry out the theoretical project.

Therefore, the development of this end-of-grade memory in addition to allowing me
to deepen the knowledge of the CRISPR world has given me multiple transversal
competences. Thanks to this | have had the methodology to follow in the design of
a project within the field of molecular biology and to carry out a project of genomic
editing using the most revolutionary biotechnological tool known.

6. CONCLUSIONS

X/
L X4

Tras unha exhaustiva busqueda bibliografica na que se abordaron todos os
aspectos relacionados coa bioloxia dos sistemas CRISPR, légrase dar una
profunda visién da estructura e funcionamento destos sistemas, non s6 na natureza
senon tamén abordando a suas variantes e usos nos campos da enxefaria
xendmica e a biotecnoloxia.

Para exemplificar de forma practica e consolidar os cofiecementos obtidos de
forma tedrica, quixose abordar unha aplicacién practica do sistema CRISPR-Cas9
mediante o desefio dunha secuencia oligonucleotidica que permitira a expresion do
xen gfp en Saccharomyces cerevisiae. Isto requeriu da aprendizaxe da utilizacion
de diversos programas informaticos, bases de datos y casas comerciais a partir
das cales obtivemos as ferramentas necesarias para levar a cabo o proxecto
tedrico.

20



« Por tanto, o desarrollo desta memoria de fin de grao ademais de permitirme
afondar no cofiecemento do mundo CRISPR dotoume de multiples competencias
transversais. Grazas a isto tiven a oportunidade de cofiecer de primeria man a
metodoloxia a seguir no desefio dun proxecto dentro do campo da bioloxia
molecular e sacar adiante un proxecto de edicibn xendmica empregando a
ferramenta biotecnoldxica mas revolucionaria cofiecida.
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