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RESUMEN

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) y los genes
asociados a CRISPR (Cas) son elementos esenciales del sistema inmune adaptativo de
algunas bacterias y arqueas, al intervenir en la eliminacion de material exdgeno invasor.
Actualmente, el sistema tipo Il de CRISPR es la herramienta mas utilizada para la edicion
génica, permitiendo la obtencién de diversos modelos animales. El raton de laboratorio
(Mus musculus) es el animal de investigacion por excelencia. La generacion de modelos
murinos genéticamente modificados mediante la técnica de CRISPR implicaba
necesariamente la microinyeccion de material exdgeno en los ovocitos. Esta técnica
presenta ciertas desventajas: personal altamente calificado, un trabajo laborioso y lento,
causando la muerte del 50% de los embriones. Como alternativa a la microinyeccion
surge la electroporacion. Esta implica la generacion de poros en la membrana de los
cigotos mediante la aplicacion de pulsos cortos. A diferencia de la microinyeccion, la

electroporacion se caracteriza por su simpleza, rapidez y costos de produccion bajos.

Durante este trabajo se efectud la puesta a punto de un protocolo para la generacion de
embriones genéticamente modificados mediante la electroporacién de CRISPR-Cas9 en
cigotos murinos. En primer lugar, se optimizo el tiempo de tratamiento con acido tirodes
(AT) de los cigotos. Con unasolucion de AT, se degradd un porcentaje de la zona pellcida
lo suficientemente alto para permitir el ingreso de las RNPs, sin ir en desmedro del
desarrollo del embrién. Ademas, se determind el protocolo éptimo para la generacion de
embriones knockout (KO) del gen Clec4F. Las condiciones 6ptimas seleccionadas fueron
electroporaciones de 10 pulsos de 30V, con una duracion de 3ms y un intervalo entre

pulsos de 100ms, y concentraciones de RNPs de 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul



de sgRNA. Estas condiciones fueron determinadas con embriones de la cepa hibrida de
ratones B6D2F1/J, obteniéndose un desarrollo a blastocisto de 16,4% y una de eficiencia
de mutacion de 70,0%. Se prob6 que este protocolo es valido para generar embriones KO
para el mismo gen en la cepa consanguinea de ratones C57BL/6J. Se obtuvo para esta
cepa un porcentaje de desarrollo a blastocisto de 6,5% Yy una eficiencia de mutacion de
85,7%. Por ultimo, se intentd insertar un sitio loxP en embriones de la cepa hibrida. Si
bien no se obtuvo una alta eficiencia de knockin (KI), se lograron resultados de desarrollo

y eficiencia de mutacion de KO de 41,1% y 100,0% respectivamente.
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ABREVIATURAS

AT: 4cido tirodes

BSA: albumina sérica bovina, del inglés bovine serum albumin

Buffer TE: buffer compuesto principalmente por Trisy EDTA

CaCly: cloruro de calcio

CaCl»2H,0: cloruro de calcio dihidratado

Cas9: endonucleasa Cas9

CO2: diéxido de carbono

COCs: complejos ovocitos- células del cumulus

CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats

del: delecion

DSB: corte doble hebra, del inglés double strand break

eCG: gonadotrofina coridnica equina

EtOH: etanol

FIV: fertilizacion in vitro

FSH: hormona foliculoestimulante, del inglés follicle stimulating hormone

hCG: gonadotrofina coridnica humana



HTF: medio de desarrollo, del inglés human tubal fluid

RH: recombinacién homdloga

ins: insercion

IP: intraperitoneal

Kb: kilobase

KCI: cloruro de potasio

KH2PO4: fosfato de potasio

KI: knockin

KO: knockout

LH: hormona luteoestimulante

MCI: macizo celular interno

MgCl26H.0: cloruro de magnesio hexahidratado

MgSO47H0: sulfato de magnesio

ml: mililitro

ms: milisegundos

NaAc: acetato de sodio

NaCl: cloruro de sodio



NaHCOs: bicarbonato de sodio

Na-lactato: lactato de sodio

Na-piruvato: piruvato de sodio

ng: nanogramo

nt: nucleotidos

NKT: del inglés natural killer T

ON: del inglées over night

PAM: motivo adyacente de protoespaciador, del inglés protospacer adjacent motif

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction

RNPs: ribonucleoproteinas

SFB: suero fetal bovino

SgRNA: ARN guia de la Cas9

sSODN: molde de ADN utilizado en el mecanismo HDR, del inglés single stranded

oligonulceotides

SPF: libre de patogenos especificos, del inglés specific pathogen free

ul: microlitro



V: voltios

WT: especie salvaje, del inglés wild type

ZP: zona pelucida
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1. INTRODUCCION

1.1. MODELOS ANIMALES GENETICAMENTE

MODIFICADOS

El interés de la humanidad por modificar la informacion genética y asi el fenotipo de
varias especies, surgio a partir de la domesticacion. Desde del siglo XIX, se busco
entender el mecanismo de transmision de los rasgos genéticos entre las generaciones, su
herencia, evolucion, formas de modificacion y como los genes se incluyen, anulan o
desaparecen dentro de una poblacion. Mediante la biotecnologia, la habilidad de mejorar
el control sobre los genomas de varias especies aumento, y las especies ancestrales
salvajes son muy diferentes a las domesticadas de la actualidad. Este fendmeno,
distribuido mundialmente, permitié la mejora de rasgos de interés humano.
Especialmente en mamiferos, los esfuerzos se focalizaron en la mejora de rasgos en
animales de compafiia, ganaderia y cria, y en los dltimos afios en el campo de la

biomedicina (1).

Mediante la ingenieria genética, disciplina que abarca la manipulacion, modificacion o
recombinacion de 4&cidos nucleicos, se logré la obtencion de modelos animales
genéticamente modificados que son utilizados como biorreactores, en medicina
regenerativa, para la mejora de la resistencia a enfermedades o como modelos que
mimetizan enfermedades humanas (2,3). Se entiende por animal transgénico uno que
contenga uno o varios genes foraneos, incorporados en su genoma de forma estable. El

segmento recombinante de ADN doble hebra se denomina “transgen” (1,4).
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1.1.1. Animales como modelos para la investigacion de enfermedades

humanas

Los modelos animales ocupan un rol central en la investigacion biomédica. Estos pueden
ser procariotas, invertebrados o vertebrados. Los vertebrados ademés de ser
biol6gicamente y fisiologicamente similares a los humanos, son susceptibles a diversas
enfermedades humanas. Por ejemplo, los chimpancés comparten mas de 99% del ADN
con los humanos, y los ratones méas del 98% (4). Debido a la alta conservacion genética
entre genes homologos, los vertebrados han sido preferentemente seleccionados como
modelos animales. Estos permiten la investigacion de las causas, diagnéstico y
tratamiento de enfermedades humanas o animales, ademas de ser utiles en la docencia e

investigacion biologica y analisis de genes in vivo, entre otros (2,4,5).

Los modelos animales pueden clasificarse entre espontaneos o inducidos. Siendo aquellos
espontaneos, los animales que imitan naturalmente enfermedades especificas del humano
(6). Un ejemplo es la rata Zucker, usada como modelo para estudios de obesidad. Esta
rata presenta una mutacion autosémica recesiva en el gen fa, lo que conduce al desarrollo
de obesidad en el organismo (7). Por otro lado, los modelos inducidos son aquellos que
mediante una cirugia o manipulacion presentan un estado fisiologico anormal, estos

altimos surgen en gran medida mediante la manipulacion genética (6).

1.1.1.1. El raton de laboratorio como modelo predilecto en la

experimentacion

Entre los animales mas utilizados como modelos se destacan la rata, el cobayo, el conejo
y el ratén. El raton, es uno de los modelos animales mas usados, representado el 60% de

los animales utilizados para experimentacion (8). En los ultimos afios, el raton de
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laboratorio (Mus musculus) ha sido el animal de investigacion por excelencia para el
estudio de la biologia y patologia, y el estudio de enfermedades (9,10). Esto se debe a las
similitudes entre el humano y el ratén en términos de fisiologia y patologia en el sistema
nervioso, cardiovascular, endocrino, inmune, musculo-esquelético y otros drganos

internos (11).

El ratén, es un mamifero perteneciente a la familia Muridae. Este pequefio animal tiene
un peso promedio de 25 a 30 gramos, es omnivoro y goza de habitos nocturnos. Su vida
€S en grupos y se caracterizan por establecer jerarquias sociales lideradas por machos
agresivos. Es por esta razon que en los bioterios los ratones se crian en grupos, y aquellos
conformados por machos se conforman al destete. Esos mamiferos poseen un olfato y

oido desarrollado, sin embargo, su vision es pobre (12-14).

A pesar de presentar ciertas inconveniencias en su rol como modelo en lo que refiere a la
recoleccion del material bioldgico, la administracion de drogas y ejecucion de técnicas
quirdrgicas, las ventajas de su uso son significativas. Entre estas se notan, su homologia
con humanos, un pequefio tamafio, su sencillo cuidado y mantenimiento, la existencia de
una diversidad de cepas bien definidas, una alta tasa de reproduccion, un tiempo de
generacion corto, y un tiempo de vida relativamente corto que lo hace Gtil para ensayos
cronicos de toxicologia, virologia y farmacologia (9,10,14). Entre las aplicaciones mas
comunes se destacan las investigaciones de toxicidad, obesidad, neoplasia, parasitologia,

neurologia, virologia y farmacologia (12-14).

En 1980, John Gordon y Frank Ruddle desarrollaron el primer raton transgénico mediante
la técnica de inyeccion pronuclear, y en 1988 se produjo el primer modelo de raton
knockout (KO) (4,15). Existe un enorme numero de ejemplos de enfermedades que se

estudiaron mediante el uso de ratones como modelos animales. Entre las investigaciones
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realizadas, se puede destacar el estudio de sintomas del enanismo y posibles terapias (16).
Ademas, modelos murinos fueron sensibilizados con alérgenos mediante una inyeccion
intraperitoneal (IP) y luego desafiados a los alérgenos por las vias respiratorias para
estudiar el asma (17). Otro ejemplo, es el estudio de obesidad y diabetes en ratones ob/ob,

un organismo genéticamente modificado que no produce la hormona leptina (4).

Adicionalmente, se efectuaron estudios de carcinoma hepatocelular en modelos murinos
KO del gen CCAR2 (Cell Cycle and Apoptosis Regulator 2). Esta enfermedad, es una de
las neoplasias malignas mas comunes y se desarrolla generalmente en el higado. El factor
de riesgo mas frecuente para el desarrollo de carcinoma hepatocelular es la infeccion
cronica por el virus de la hepatitis. La proteina nuclear CCARZ2, también conocida como
DBC1 (Deletd In Brest Cancer 1), cumple diversos roles en la célula, incluyendo la
regulacion de la apoptosis y el metabolismo e inhibe la recombinacion limitando la
iniciacion y extension en la reseccion final del ADN luego de un DSB (Double Strand
Break) (18,19). Se ha expresado en bibliografia reciente que esta proteina podria cumplir
un rol de indicador de diferentes canceres, ya que se ha encontrado sobreexpresado este

gen en organismos enfermos (18,20).

Como se menciono anteriormente, los modelos animales no son utilizados Gnicamente
para el estudio de enfermedades. La generacion de modelos KO permite dilucidar las
funciones bioldgicas de proteinas. Este fue el caso para la proteina CLEC4F, codificada
por el gen clec4F, una lectina de tipo C capaz de unirse a galactosa y fucosa por su
dominio de reconocimiento de carbohidratos (21,22). Se ha demostrado en modelos
murinos KO de este gen, que las lectinas de tipo C estan involucradas en la entrega de
antigenos lipidicos a células presentadoras de antigeno. También conocida como receptor

de células Kupffer (tipo de macréfagos residentes en el higado), esta se expresa
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unicamente en las células de Kupffer y facilita la presentacion de a-Galactosylceramida
a células NKT (Natural Killer T) (21). Adicionalmente, esta proteina presenta ort6logos

en mas de 100 especies.

1.1.1.1.1. Caracteristicas de los embriones murinos

En la actualidad, existen diversas técnicas que permiten la obtencién de ratones
genéticamente modificados y éstas estan supeditadas a la obtencion de embriones
murinos. En términos de legislacion, los embriones no se consideran animales de
experimentacion puesto que un animal de laboratorio se define por el decreto 223/1988,
como “cualquier ser vivo vertebrado no humano, incluidas las formas larvarias

autonomas capaces de reproducirse, con exclusion de formas fetales o embrionarias”.

1.1.1.1.1.1.  Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario se compone de cinco etapas: fertilizacion, segmentacion,
gastrulacion, periodo embrionario y fetal. El desarrollo comienza con la fertilizacion del
ovocito por el esperma en el ampula de la trompa uterina. Una vez que un espermatozoide
logra penetrar el ovocito, la nueva entidad es llamada cigoto (Figura 1A). Luego de 4 0 5
horas es posible observar ambos pronucleos, femenino y masculino, en el citoplasma. La
zona pelucida (ZP) y el espacio perivitelino rodean al cigoto (23) (Figura 2). A las 24
horas de la fertilizacion, el embrion se encuentra en un estadio de 2 células (Figura 1B) y
continta dividiéndose hasta formar una morula (Figuras 1C y 1D). En esta etapa se
comienza a acumular fluido en los espacios intercelulares de la mérula. Eventualmente,
este liquido forma el blastocele que se expande hasta formar el blastocisto, 4,5 dias luego
de la fertilizacion (Figuras 1E y 1F). El blastocisto estd formado por el macizo celular
interno (MCI), células que daran lugar al embridn y por el trofoblasto que rodea al MCI

y al blastocele. Luego, se produce la eclosion, donde la ZP se quiebra y se libera el
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blastocisto (23,24). Durante estas etapas el cigoto se traslada por el oviducto hasta el Gtero
donde se implanta 4,5 dias luego de la fertilizacion (24). Posteriormente comienza la etapa
de gastrulacion, donde el blastocisto se transforma en gastrula, que se alarga para formar
una estructura denominada “cilindro embrionario”. Entre los dias 5 y 10 posteriores a la
fertilizacion se forma el ectodermo, mesodermo y endodermo definitivo, lo que resulta
en el periodo embrionario, donde el embrién sufre una serie de procesos de rotacion.
Finalmente, durante el periodo fetal, se efectda un alto crecimiento y diferenciacién de
tejidos. Ademas, se terminan de desarrollar los 6rganos primarios. Esta etapa culmina con

el nacimiento (23).
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Figura 1- Etapas del desarrollo embrionario murino previas a la implantacion. (A) Ovocito fecundado de una
célula. (B) Embridn de dos células. (C) Embrién de 8 células. (D) Morula. (E) Blastocisto temprano. (F)

Blastocisto expandido. Imagen tomada por el Instituto Max Plank de Inmunologia y Epigenética (25).
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1.1.1.1.1.2.  Lazona pellcida embrionaria

Como se detall6 anteriormente, la ZP es una estructura que rodea al ovocito. Esta es una
estructura de glicoproteinas presente en embriones de mamiferos (Figura 2). Cumple un
rol en la fecundacion del ovocito, ya que posterior a la entrada de un espermatozoide ésta
sufre modificaciones y protege al embrion de la polispermia, dafios fisicos y quimicos
(26). Esta tiene un grosor de 7um, y es permeable a moléculas menores de 170kDa. La
ZP se compone de tres glicoproteinas sulfatadas, denominas ZP1, ZP2 y ZP3, codificadas
por los genes Zpl, Zp2 y Zp3. Estos genes presentan una sola copia localizada en los
cromosomas 19, 7 y 5 respectivamente (27). Adicionalmente, la ZP se compone también

de acido hialurénico, que podria influenciar la motilidad del esperma (28).

Figura 2- Cigoto murino rodeado por la ZP.

Entre ellos se encuentra el espacio
perivitelino. Fotografia tomada con un

microscopio invertido (40x).

21



1.1.1.1.1.3. Metodologias para la produccion de embriones

La generacién de modelos murinos genéticamente modificados, mediante la modificacion
de embriones, requiere de la obtencidén de un gran nimero de éstos. Esto requiere en
primer lugar de la induccion de la ovulacion de hembras donantes de embriones para
obtener numerosos ovocitos (28). EI mecanismo para inducir la ovulacion de hembras
murinas es la superovulacion (23). Esta consiste en la inyeccién IP de hormonas que
simulan las hormonas FSH (hormona foliculoestimulante) y LH (hormona
luteoestimulante), ambas marcadoras del ciclo reproductivo. La superovulacion se ha
probado en diferentes cepas murinas, entre las que podemos encontrar a la cepa
consanguinea C57BL/6J y la cepa hibrida B6D2F1/J. Existen diversas hormonas
comerciales que permiten efectuar la superovulacion en estas cepas murinas, entre las que
se destacan la gonadotrofina corionica equina (eCG) o la CARD HyperOva, inyectadas
en combinacion con la gonadotrofina corionica humana (hCG). Naturalmente, las
hembras murinas, de las cepas C57BL/6J y B6D2F1/J, ovulan aproximadamente 6
embriones. Luego de la superovulacion con la hormona eCG es posible obtener 30
embriones por hembra aproximadamente (29), y con la HyperOva cerca de 100 embriones

(28).

El siguiente paso en la obtencion de los embriones es la fertilizacion de los ovocitos, que
se puede efectuar mediante dos mecanismos diferentes (30). En primer lugar, se puede
realizar el apareamiento natural de hembras y machos y una posterior recoleccion de los
cigotos ubicados en el oviducto. Una alternativa a esto, es la recoleccion de ovocitos y su
posterior inseminacion por fertilizacién in vitro (FIV). Esta consiste en la fertilizacion de

ovocitos en el laboratorio por esperma capacitado y su posterior incubacion (29).
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1.1.2. Modelos alternativos y 3Rs: reemplazo, reduccion y refinamiento

En la actualidad, los modelos animales son indispensables en la investigacion biomédica.
No obstante, estos deben ser reemplazados por métodos alternativos siempre que sea
posible. Por técnicas alternativas, se entiende aquellas que reemplazan el uso de animales,
reducen su nimero o refinen la técnica o procedimiento para minimizar el dafio animal
(31). Estas tres estrategias se denominan las 3 Rs y deben ser aplicadas durante el
desarrollo del protocolo de experimentacion animal y la aplicacion del mismo. En primer
lugar, se presenta el reemplazo que consiste en la obtencion de una cantidad similar de
resultados utilizando meétodos que no incluyan animales de laboratorio, o utilizando
aquellos que sean menos sensibles al dolor. EI reemplazo puede ser relativo (reduccion
del nimero de animales en el ensayo) o absoluto. Existen diversos métodos alternativos,
como ser cultivos celulares o modelos informaticos. Ademas, la reduccion se basa en un
mejor disefio del protocolo para obtener el maximo de informacién, con la utilizacion del
menor numero de animales posible. Esto incluye un buen analisis estadistico de los datos.
Por ultimo, se describe el refinamiento que incluye todos los procedimientos que afecten

la vida del animal de laboratorio y permitan reducir su dolor o malestar (32,33).

1.1.3. Legislacion sobre uso de animales en experimentacion

La primera reglamentacion establecida para el control en la experimentacidn animal data
del 1876 y es de origen inglesa. “Cruelty to Animals Act” expresaba la obligacion de
obtener licencias personales para llevar a cabo experimentos con vertebrados vivos. En
el afio 2010, la Directiva Europea enuncié una normativa especificando las obligaciones
de los experimentadores. En ésta se detallaba que era obligatorio el registro del

establecimiento, cumplir con estandares de lojamiento, la capacitacion y autorizacién del
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personal, la utilizacion del minimo ndmero de animales posibles y de aquellas especies

de menor sensibilidad neurofisiol6gica o métodos alternativos.

En setiembre 2009 se cre6 la ley nacional N° 18.611: Utilizacién de animales en
actividades de experimentacion, docencia e investigacion cientifica. En ésta se establecen
las normas a seguir dentro del territorio uruguayo. No obstante, la guia para
experimentacion animal que siguen la gran mayoria de los investigadores es de origen
norteamericana y es denominada The Guide. Esta guia data del afio 2011 y explicita todos
los vertebrados usados en experimentacion, los conceptos claves de cuidado, las

especificaciones de alojamiento, ambiente y manejo (34).

Estas normativas rigen la experimentacion con animales, permitiendo la creacion de

modelos animales genéticamente modificados facilitando la investigacion bioldgica.

1.2. METODOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE

ANIMALES GENETICAMENTE MODIFICADOS

La ingenieria genética permite la alteracion del genoma de diversos organismos. Esta area
se compone de un conjunto de técnicas con la habilidad de manipular, modificar y/o
recombinar el ADN de un organismo o una poblacion (2). Estas herramientas hacen
posible la obtencién de animales genéticamente modificados, que son utiles en diversas

areas como ser la farmacéutica, agroindustria y biomedicina.

Existen diversas técnicas que permiten realizar modificaciones genéticas (35). La
microinyeccién pronuclear es la primer tecnologia que permitio la generacion de ratones
transgénicos (15), la misma consiste en el aislado de cigotos y la inyeccion de ADN

exogeno purificado en uno de los pronicleos de un cigoto. Siendo ésta una metodologia
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pasiva, se espera que la célula utilice sus mecanismos propios para integrar el transgen en
su genoma. La microinyeccién pronuclear presenta numerosas desventajas como ser
procesos complejos, equipamiento caro, necesidad de personal altamente calificado, baja
eficiencia de mutacion (10%), integracién y expresion impredecible del transgen y

mosaicismo. Ademas, la ubicacion de la integracidn del ADN ex6geno es aleatoria (1,36).

Otra técnica utilizada para la generacion de animales transgénicos es la transgénesis
mediada por lentivirus (LV). Estos vectores virales son retrovirus complejos que permiten
la administracion de genes exdgenos con una alta eficiencia de integracion. La utilizacion
de este virus requiere de la division de su genoma viral en diversos fragmentos. Esto
altimo permite evitar la formacion de virus competentes capaces de enfermar al
organismo huesped (37). Esta técnica presenta desventajas como un tamafio de inserto
reducido (menor a 9kb), integracion del transgen en varias locaciones del genoma

huesped y la dificultad de la obtencion de un titulo viral alto libre de contaminacion ().

Adicionalmente, los transposones pueden ser utilizados como vehiculos para la
introduccidn de genes exdgenos de manera estable en un organismo huésped. Estos
elementos transponibles deben ser introducidos en conjunto con una transposasa. Esta
metodologia presenta diversas desventajas como una ubicacion aleatoria del sitio de
insercion del transgen. No obstante, la eficiencia de insercion en ratones puede ser de

hasta 90% (1).

Las técnicas anteriormente mencionadas permitieron la generacion de animales
transgénicos, sin embargo, todas presentan una gran desventaja en comun, la
imposibilidad de dirigir la mutacion a un locus especifico. Esto imposibilita la obtencion

de mutantes KO, introduce variaciones en la expresion de los transgenes dependiendo de
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la localizacion en el genoma y puede interrumpir genes generando un fenotipo que

enmascare o se confunda con el de la insercion de interés.

1.2.1. Recombinacién homdloga en células madre embrionarias

La recombinacion homologa en células madre embrionarias murinas o gene targeting
surge como alternativa a las técnicas antes mencionadas, permitiendo dirigir los cambios
en el genoma. Esta técnica se basa en la recombinacion homologa (RH), un proceso que
ocurre naturalmente en las células y consiste en el intercambio de nucledtidos entre dos
secuencias similares. EI ADN de interés es introducido en células ES mediante su
electroporacion y posteriormente se identifican aquellas que hayan incorporado el vector
de interés. Las células ES seleccionadas son inyectadas en el blastocele de un blastocisto.
Estas celulas tienen la capacidad de renovarse y caracteristicas pluripotenciales por lo que
pueden colonizar el macizo celular interno generando una quimera. Esta metodologia
puede ser utilizada para generar ratones KO y KI (knockin) (1,38). No obstante, esta
técnica presenta varias desventajas como el tiempo requerido para la generacion, la baja
variedad de células ES disponibles, la complejidad de la metodologia y una eficiencia de

recombinacion reducida en células eucariotas (1,39).

1.2.2. Nuevas tecnologias con nucleasas programables

Las nuevas técnicas de edicion génica se basan en el uso de nucleasas programables. Estas
técnicas involucran la generacion DSB en un loci especifico (5). Los DSB generados son
reparados por la célula mediante dos mecanismos distintos. Un sistema de reparacion de
los DBS es el NHEJ (Non-Homologous End-Joining) o sistema de reparacidn de extremos

no homélogos. Este consiste en la unidon de los extremos de la doble hebra cortada,
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insertando o eliminando bases al azar en el proceso (Figura 3). Estas pequefias
modificaciones pueden alterar el gen blanco, causando su silenciamiento (40). Esto es
muy Util cuando se intenta promover la pérdida de funcién de un gen, generando un
modelo KO. Por otro lado, el sistema de reparacion por RH o HDR (Homology Directed
Repair) permite la insercion de mutaciones especificas al suministrar un molde con
fragmentos homologos al sitio de insercion, habilitando la generacion de organismos Kl

(Figura 3) (39,41).

DSB

NHEJ HDR

Figura 3- Mecanismos de reparacion celulares de los DSB. ElI mecanismo
NHEJ se modeliza a la izquierda. Este resulta en la insercién o delecién de
pocas pares de bases. EI mecanismo de reparacion HDR se presenta a la
derecha, permite la insercidn de una secuencia exdgena mediante la adicion
de un molde de ADN con secuencias homoélogas al DSB. En celeste se
modeliza la nucleasa generadora de los DSB, en gris las secuencias

nucleotidicas, en verde las inserciones y en rojo las deleciones.
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1.2.2.1. Zinc Finger Nuclease

La ZNF (Zinc Finger Nuclease) fue uno de los primeros métodos desarrollados para
edicién génica basada en nucleasas programables. Un dominio ZF se compone de 30
aminoacidos que poseen la capacidad de unirse a 3 pares de bases especificos. Las ZFNs
pueden diseflarse para unirse a casi cualquier triplete. Estas contienen un dominio
especifico de union al ADN, fusionado a uno de clivaje (dominio de la endonucleasa
Fokl). Para efectuar una modificacion genética se necesitan al menos dos moléculas
ZFNs, ya que el dominio nucleasa debe dimerizarse para cumplir su funcion de corte.
Para incrementar la especificidad se pueden unir 3 0 mas moléculas ZF, lo que resulta en
el reconocimiento de 9 o mas pares de bases (1,42). Se pueden enumerar ciertas
desventajas de esta técnica como ser la dificultad de la construccién de la nucleasa o de

efectuar el corte por la estructura de la cromatina en los sitios target (1).

1.2.2.2. Transcriptor Activator-Like Effector Nucleases

Como alternativa al uso de las ZFN, surgen las nucleasas TALENS o Transcriptor
Activator-Like Effector (TALE) Nucleases. Este sistema utiliza una proteina originaria de
la bacteria fitopatdogena Xanthomonas spp., que se une al ADN de células vegetales y
activa varios promotores que favorecen la supervivencia del patdgeno. Los TALEs son
factores de virulencia de patdgenos vegetales, contienen un dominio de unién al ADN
que consiste en 30 copias de repetidos en tdndem, cada uno con 33-35 aminoéacidos (43).
Estos repetidos reconocen cada uno un aminoacido. Los TALENSs son proteinas que
surgen de la combinacion de un TALE y la proteina Fokl. Poseen dos subunidades, cada
una constituida por un dominio nucleasa (Fokl) y un dominio de unién a ADN (TALE)

(44).
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Entre las ventajas de las TALENS se destaca una mayor facilidad para disefiar el sitio de
unioén al ADN en comparacion con las ZFNs, ya que cada repetido reconoce una base del
ADN. Ademas, los sitios target son largos, lo que disminuye las mutaciones en sitios no
especificos. No obstante, su principal desventaja es la dificultad para generar la

construccion (1).

1.2.2.3. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

1.2.2.3.1. Origen del sistema CRISPR-Cas

La novedosa herramienta CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats - Cas9) utilizada para la obtencion de organismos genéticamente
modificados es cada vez mas popular, siendo utilizada a diario por laboratorios en el
campo de la investigacion. Esta surge luego de la aparicion de las ZFNs y TALENSs, como

alternativa mas simple para la edicion génica (45).

CRISPRy los genes asociados a CRISPR (Cas) son partes esenciales del sistema inmune
adaptativo de algunas bacterias y arqueas al intervenir en la eliminacion de material
exogeno invasor. Estos loci fueron descubiertos en bacterias en la década del 1980 y en

arqueas en 1990 (46,47).

El sistema CRISPR se compone de ARNSs cortos que reconocen secuencias de ADN
invasor y guian un complejo enzimatico para degradarlo. Su estructura sigue un patron

especifico compuesto por una secuencia lider, espaciadores y repetidos (Figura 4) (1).
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LIDER REPETIDO ESPACIADOR REPETIDO

Figura 4- Estructura del sistema CRISPR, compuesta por un patrén especifico con una secuencia

lider (en gris) y repetidos cortos (en celeste) que flanquean espaciadores (en verde).

Las secuencias repetidas son cortas (30-40pb) y palindromicas (39). Estas se separan por
espaciadores que son provenientes de un ADN invasor. La secuencia lider se sitGa en el
extremo 5’ y contiene un dominio promotor compuesto por dos cajas separadas entre si
por 17pb y un dominio de union de ribosomas. Esta secuencia cumple funciones de
anclaje a proteinas (rica en AT) y es crucial para la adquisicion de nuevos espaciadores y
para la sintesis de crRNAs. Los genes Cas codifican proteinas encargadas de las funciones
efectoras del sistema. Estas intervienen en el reconocimiento del ADN invasor, la

incorporacion de espaciadores y su recombinacion, entre otras (45).

1.2.2.3.2. Rol del sistema CRISPR-Cas en la inmunidad adaptativa
El mecanismo de accién de este sistema, en el marco de la inmunidad, se basa en tres

etapas: adaptacion, biogénesis de crRNAs (CRISPR RNA) e interferencia.

La adaptacién es el mecanismo por el cual se adquieren nuevos espaciadores y se genera
memoria en la inmunidad del organismo. En la mayoria de los casos, cuando una bacteria
se enfrenta a un invasor, ésta muere. Sin embargo, cuando la particula viral presenta
errores de replicacion, la bacteria consigue sobrevivir al ataque. La bacteria incorpora
protoespaciadores (nombre que se le da al fragmento que sera un espaciador mientras esta
en el organismo de origen) que contienen un motivo PAM (Protospacer Adjacent Motif)
de forma adyacente. EI motivo PAM tiene una longitud de 3 a 5pb dependiendo del

organismo, y es lo que utiliza el sistema para unirse al ADN exd6geno. Cuantos mas
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espaciadores especificos de un virus halla incorporado la bacteria, mas rapida sera su
defensa contra este virus (48,49). Los mecanismos de adquisicion de los espaciadores no

estan completamente dilucidados.

La segunda etapa es la biogénesis de crRNAs. Los crRNAs son los que confieren la
especificidad al sistema, al guiar a la Cas9 por su homologia con el gen target. Durante

la biogénesis estos pequefios ARNSs se expresan y maduran (39,48).

Por altimo, la interferencia se da cuando los ARNSs que circulan se encuentran con una
particula viral que esté expresando el o los gen/es homologos (debe estar presente una
horquilla). Es necesario que el crRNA forme un complejo con el tracrRNA (trans-
activating RNA) para lograr unirse a la nucleasa que generara el DSB en el ADN invasor

(1,48).

1.2.2.3.3. Sistema tipo Il

Se han descubierto 3 grandes mecanismos CRISPR, I, 1l y Ill. Estos comparten
Unicamente los genes casl y cas2 y difieren en su gen marcador. El sistema tipo | se
caracteriza por poseer el gen cas3, el tipo Il la endonucleasa cas9 y el 111 por el gen cas10

(Figura 5) (39,42).

El sistema tipo 11 ha sido el mas estudiado debido a su simpleza. Este esta constituido por
cuatro genes: cas9, casl, cas2 y csn2 o cas4 (dependiendo del subtipo A o B
respectivamente) (48). En este ultimo caso, el ADN exdgeno viral o plasmidico es
escindido en pequefios fragmentos de aproximadamente 20pb e incorporado al locus
CRISPR en medio de secuencias repetidas cortas. Cuando se transcribe el loci los
transcriptos resultantes son procesados para generar pequefios RNAs (crRNA-CRISPR

RNA) que son utilizados para guiar a la endonucleasa Cas a secuencias invasoras
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complementarias (39). La biogénesis en este sistema es particular ya que requiere de la
accion de un tracrRNA para la maduracion de los crRNAS (48). Se distingue de otros
mecanismos ya que necesita de una Unica proteina, Cas9, para el silenciamiento génico
(2). Cas9 es la responsable de procesar los crRNAs y clivar el ADN blanco, para lo cual
posee 2 dominios nucleasa: el dominio RuvC ubicado en el extremo amino terminal y el
dominio HNH ubicado en la regién intermedia de la proteina. Durante el corte del ADN
blanco, los dominios HNH y RuvC generan DSB, el primer dominio corta la hebra
complementaria mientras que el segundo la no complementaria (39,50). En el caso de
Cas9 la secuencia PAM es NGG. La simpleza del sistema CRISPR 11 reside en que
demanda Gnicamente de 3 componentes (Cas9, crRNA y trRNA), lo que lo hace un

mecanismo ideal para la edicion genomica (1).
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Figura 5- Mecanismo de accién del sistema tipo Il de CRISPR-Cas. Las puntas de las flechas indican

rupturas de acidos nucleicos. Imagen tomada y modificada de Jian et al. (39).

J RNase Illl  pre-crRNA

tracrRNA

Intermediate crRNA

Mature crRNA
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1.2.2.3.4. CRISPR-Cas9 como herramienta para la edicion génica
El sistema CRISPR-Cas9 permite de manera sencilla activar, inhibir, regular o modificar
genes en un solo paso. Actualmente, el sistema tipo Il de CRISPR del organismo

Streptococcus pyogenes es la herramienta més utilizada para la edicion génica (1).

Como fue establecido anteriormente, este sistema cuenta simplemente con tres
componentes: la endonucleasa Cas9 capaz de generar DSB, un CRISPR RNA
complementario al sitio blanco y un trans-activating RNA necesario para la union del
crRNA a la nucleasa. Sin embargo, el sistema puede ser simplificado aun mas con la
hibridacion de ambos ARNS. Para ésto se debe generar la sintesis del sgRNA o single
guide RNA. Es critico aclarar que para la insercion de mutaciones especificas se debe

adicionar un molde o ssSODN (Single Stranded Oligonulceotides) (51).

La tecnologia CRISPR es una herramienta robusta que permite la edicion del genoma,
con aplicaciones en diversas especies (1). Este sistema presenta varias ventajas en
comparacion con las técnicas mencionadas anteriormente. Mientras que su disefio es
sencillo, ya que la nucleasa no debe ser modificada, solo debe serlo el SgRNA, el de ZFN
0 TALEN es méas complejo. Ademas, presenta una mayor especificidad y eficiencia y su
costo es mas bajo. Sin embargo, comparte algunas desventajas con las ZFNs y las
TALENS, como ser una herencia de la mutacion dificultosa o la complejidad de mutar

secuencias que estén repetidas en el genoma (42).

1.2.2.3.4.1.  Microinyeccién como herramienta para introducir el sistema CRISPR

La microinyeccidn se basa en la inyeccion de material exdgeno en el nacleo o citosol de
la célula target (52). La generacion de ratones KO por CRISPR/Cas9 es llevada a cabo
principalmente por esta técnica, que cuenta con la ventaja de tener una alta eficiencia, asi

como disefios experimentales bien definidos y establecidos. Sin embargo, las desventajas
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son considerables pues no solo requiere de personal altamente calificado, sino que supone
un trabajo sumamente laborioso y lento (debido a la microinyeccion de cada embrion por
separado) e implica costos asociados elevados. A su vez conlleva un alto riesgo de
generacion de mosaicismo en el organismo blanco y la aplicacion de la técnica en si

resulta en la muerte del 50% de los embriones (40).

Mediante la microinyeccion de CRISPR se han editado genes en diferentes modelos de
roedores y animales de experimentacion (1). En ratones, se efectud la generacién de
multiples modelos transgénicos mediante la generacion de mutaciones en diversos genes
(53-55). También se ha utilizado para la obtencion de cerdos, cabras y ovejas KO (56-

58).

1.2.2.3.4.2.  Electroporacién como alternativa a la microinyeccion
Como alternativa a la microinyeccion surge la electroporacion, que permite el ingreso de
las ribonulceoproteinas (RNPs) a la célula blanco por medio de poros transitorios en

membranas celulares (59,60).

Estos poros son generados tras la aplicacion de pulsos unipolares cortos, ocasionando una
alteracion electroquimica en la bicapa lipidica de la membrana celular. La formacion de
poros inicia con la penetracion de moléculas de agua en la bicapa lipidica, causando la
reorientacion de los lipidos adyacentes. El radio de los poros transitorios no supera los

pocos nandémetros (60).

Diversas moléculas cargadas pueden atravesar estos poros, pasando del medio
extracelular al intracelular o viceversa. Se denomina electroporacion reversible, cuando

los poros son transitorios luego de la estimulacion eléctrica y electroporacion irreversible
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si estos son permanentes. Esto Gltimo ocasionaria la muerte celular y puede ser causado

por pulsos demasiado largos o voltajes altos (61).

La electroporacion presenta diversas aplicaciones como la transformacion de células
bacterianas con plasmidos facilitando la transferencia del ADN a través de las membranas
celulares (62) o la entrega transdermal de oligonucleétidos o proteinas terapéuticas (61).
Ademas, tiene diversas aplicaciones en la medicina como ser la electroquimioterapia o la
ablacion no térmica de tejidos. En los ultimos afios, la electroporacion permitié efectuar
modelos animales KO y KI, especialmente en ratones, mediante la introduccion de

componentes del sistema CRISPR-Cas9 en cigotos (40, 41, 51, 59, 63).

Existen diversos parametros de la electroporacion que deben ser puestos a punto para
cada tecnica. Estos incluyen el voltaje, nimero y duracion de los pulsos y el intervalo

entre estos. Estos ultimos dependeran también del tipo de electroporador utilizado.

A diferencia de la microinyeccion, la electroporacion se caracteriza por su simpleza y
rapidez, ya que se pueden electroporar hasta 50 embriones murinos a la vez. Ademas, los
costos de produccién son significativamente menores. A pesar de ello, es una técnica que
requiere de altas concentraciones de reactivos y no hay disefios experimentales definidos
para la introduccion de CRISPR-Cas9 en cigotos (40,41). En consecuencia, es de gran
importancia la elaboracion de disefios experimentales que permitan la generacion de
organismos genéticamente modificados utilizando la técnica de electroporacién para la

insercion de CRISPR-Cas9, y que aseguren a su vez, una alta eficiencia
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Puesta a punto de un protocolo para la generacion de embriones murinos genéticamente

modificados mediante la electroporacién de CRISPR-Cas9.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Optimizacion del tratamiento con AT para la remocion de una fraccion de la ZP
embrionaria.

- Determinacion de los parametros de electroporacion dptimos para la generacion
de embriones mutantes del gen Clec4F de la cepa hibrida B6D2F1/J.

- Validacion del protocolo en embriones de la cepa consanguinea C57BL/6J.

- Determinacion de la capacidad del protocolo de generar otro tipo de

modificaciones en embriones de la cepa B6D2F1/J.
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3. METODOLOGIA

A no ser que se indique lo contrario, todos los quimicos utilizados fueron obtenidos de

Sigma Aldrich (MO, USA).

3.1. ANIMALES

Los animales utilizados en este trabajo fueron criados en el Bioterio del Institut Pasteur
de Montevideo, categorizado como un bioterio libre de patogenos especificos (SPF,
Specific Pathogen Free). Los animales se mantuvieron alojados en estanterias ventiladas
individualmente (Sealsafe rack, Tecniplast, Milan, Italia), en habitaciones con presion
positiva, a una temperatura de 20°C + 1°C, 40-60% de humedad relativa y ciclos de
luz/oscuridad de 14/10 horas. El protocolo utilizado en el presente proyecto fue
oportunamente evaluado y aprobado por el Comité de Etica en el Uso de Animales
(CEUA) del Institut Pasteur de Montevideo (#007-18), cumpliendo con la ley nacional
18.611 y las pautas internacionales de cuidado animal (Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio) con respecto a los protocolos de animales de laboratorio. Se

utilizaron 4 hembras de la cepa C57BL/6J y 44 de la cepa B6D2F1/J.
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3.2. OBTENCION DE EMBRIONES

of

9 9

Inyeccion de eCG Inyeccién de hCG y apareamiento Recoleccién de embriones
(0 horas) (46-48 horas) (72 horas)

Inyeccion de CARD HyperOWVA Inyeccion de hCG Recoleccion de ovocitos y FIV
(0 horas) (46-48 horas) (72 horas)

Figura 6- Cronodiagrama de superovulacion y recoleccion de embriones. El esquema superior
demuestra la obtencién de embriones mediante apareamiento natural y el inferior la obtencion de
embriones por FIV.

3.2.1. Obtencion de embriones por apareamiento natural

3.2.1.1. Superovulacion de hembras

Se indujo la superovulacion de hembras de al menos 3 semanas de edad mediante la
inyeccion de 5Ul de la hormona eCG (Novormon, Syntex, BA, Argentina), seguida a las
46 horas de 5Ul de la hormona hCG (Chorulon, Intervet International B.V., Boxmeer,
Netherlands). Ambas inyecciones se realizaron por via IP en un angulo de 45 grados con

respecto al animal en la region abdominal (Figura 7).
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Figura 7- Superovulacion de las hembras donantes de embriones. (A) Angulo de inyeccion entre la

aguja y el animal. (B) Sitio de la region abdominal donde se efectiia la inyeccion hormonal. Las

hormonas eCG y hCG se inyectan con este método.

3.2.1.2. Apareamiento natural

Luego de finalizada la superovulacion, las hembras fueron apareadas con machos de la
misma cepa. La fecundacion fue verificada mediante la observacion del tapén vaginal en

las hembras donantes a la mafiana siguiente.

3.2.1.3. Recoleccion de embriones

Las hembras que presentaron signos de copulacién fueron sacrificadas por dislocacion
cervical. Luego, se realizd un corte en el pelaje (Figura 8B) y el peritoneo en la zona
abdominal inferior (Figura 8C). Se movio el tracto digestivo hacia el costado para una
mejor visualizacion del aparato reproductor de la hembra (Figura 8D). El tejido graso
unido al Utero fue removido mecanicamente (Figura 8E y Figura 8F). Posteriormente, se
realiz6 un corte entre el ovario y el oviducto, obteniéndose el ovario aislado. Este se
encuentra yuxtapuesto al ampula, donde se encuentran los embriones. Se introdujeron los
ovarios disecados en hialuronidasa y el ampula fue rasgada para liberar a los embriones.
La introduccion en hialuronidasa se efectud para favorecer el desprendimiento de las

células del cumulus de los embriones y asi aislarlos. Se registraron los tipos de embriones
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obtenidos y se conservaron Unicamente aquellos viables y con la ZP intacta. Los

embriones recolectados fueron lavados tres veces en gotas de 100ul de medio M2.
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oviducto

Figura 8- Recuperacion de embriones. (A) Asepsia de la zona abdominal inferior y sus proximidades con etanol (70%). (B) Seccion de la piel y pelaje del animal,
visualizacion del peritoneo. (C) Anatomia de una hembra disecada. Los intestinos se desplazan para una mejor visualizacion del Gtero (forma en V). (D), (E) Remocion

mecénica de la grasa conectada al Utero. (F) Seccidn entre el ovario y el oviducto para aislar el &mpula conteniendo a los embriones.
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3.2.2. Obtencion de embriones mediante fertilizacion in vitro

La obtencion de embriones mediante FIV es una alternativa a la obtencion por
apareamiento natural descrita anteriormente. La superovulacion de las hembras donantes
de embriones fue realizada mediante inyeccién IP de 0,1ml de suero antiinhibina CARD
HyperOva (Cosmo Bio, Tokio, Japdn). A las 46 horas se inyectaron de 5Ul de hCG por
la misma via. Luego de efectuada la superovulacion, se realiza la recoleccion de ovocitos
a la mafana siguiente como se describe en el punto 3.2.1.3. No obstante, los ovocitos
recolectados no fueron introducidos en hialuronidasa, sino en gotas de 300ul de medio
CARD (Cosmo Bio) cubiertas con aceite mineral. Se adiciono el esperma liberado del
epididimo murino (perteneciente a la misma cepa de las hembras donantes), en una gota
de 100ul de FERTIUP (Cosmo Bio) cubierto con aceite mineral. Esta suspension se
incubo a 37°C con 5% de CO- durante 60 minutos para capacitar el esperma. Luego, se
recupero una alicuota de 3ul de la solucion de esperma, se transfirié a la gota conteniendo
los COCs (Complejos Ovocitos - células del cumulus) y se incubd a 37°C con 5% de COx,
durante 3 horas. Posteriormente, se efectuaron tres lavados de los ovocitos en gotas de
80ul de medio HTF (Human Tubal Fluid) (100 mM NaCl, 50mM KCI, 2mM
MgSO47H20, 4,0mM KH2PO4, 51mM CaClz, 250mM NaHCO3z, 28mM Glucosa, 0,4mM
Na-lactato, 3,4mM Na-piruvato, 2,2mM Penicilina G, 0,9mM Estreptomicina, 0,6mM
BSA (Bovine Serum Albumin), 0,01mM Rojo Fenol, en 100ml de agua), y se incubo a

37°C con 5% de CO2durante 5-6 horas.

43



3.3. DEGRADACION DE LA ZONA PELUCIDA CON

ACIDO TIRODES

3.3.1. Tratamiento con acido tirodes de los embriones murinos

Se usaron dos fuentes distintas de acido tirodes (AT). Uno comercial y uno casero
(137mM NacCl, 2,7mM KClI, 1,8mM CaCl»2H.0, 1,0mM MgCl6H.0, 5,5mM Glucosa
y 0,1mM polivinilpirrolidona, pH 2,5). Los cigotos aislados y mantenidos en medio M2
fueron transferidos a gotas de 100ul de AT. Estos fueron tratados durante un tiempo
variable de acuerdo al ensayo (15, 30, 60 0 90 segundos) y luego lavados tres veces en

gotas de 100ul de M2.

3.3.2. Medida de la degradacion de la zona pelucida

El porcentaje de degradacion de la ZP se analizé tomando fotografias de embriones con
un microscopio invertido Olympus 1X81 (Olympus, Tokio, Japon). El ancho de la ZP se
midid con el software ImageJ version 2.0.0 (64) en cuatro puntos equidistantes (Figura
9). Los datos obtenidos fueron promediados para obtener la media por embrion. El
porcentaje de degradacion se obtuvo por comparacion con un control, al que se le adjudico

un porcentaje de degradacion de 0,0%.
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Figura 9- Ejemplo de la medida de la ZP de un embrién

murino. Se mide el ancho de la ZP en 4 puntos diferentes
de cada embrion (lineas en amarillo). Fotografia tomada

con un microscopio invertido (40x).

3.4. PRODUCCION DE RIBONUCLEOPROTEINAS

Para la obtencion de la mezcla de RNPs se mezclaron 250ng/ul de proteina Cas9
(Synthego, CA, USA), 300ng/ul de sgRNA (Synthego) y buffer TE (Synthego) en un
volumen de 12ul. EI mix fue incubado a 37°C por 10 minutos y mantenido a 0°C hasta su
utilizacion. En el caso de Kl se agreg6 al mix anterior 600ng/ul de ssODN (IDT, IA,

USA).

Las secuencias SgRNAs y ssODN usadas en este experimento se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1- sgRNA y ssODN utilizados en los ensayos de electroporacion.

Tipo de &cido )
Gen P ) Secuencia
nucleico
Clec4dF | sgRNA UGGACGUGCCGCAGGGUCCU
SgRNA UAUAAACCCAGAGGUCU
GAAGCAATCTCCAGGAATTGCACCTACTACCCGAAG
CCAR2 CACTAGAAGATAGCCAGAGGATCTATAACTTCGTAT
ssODN AGCATACATTATACGAAGTTATGAATTCGACATTCA
GAAAAACACCCAAGAGCCATAGTTTTTGAAACTGAG
TCTCGAGCATGTTCTG

El ssODN contiene un sitio loxP que se encuentra subrayado, el resto de los nucleétidos son los brazos de

homologia utilizados para la recombinacion.

3.5. ELECTROPORACION

Se utilizé un electroporador ECM830 de onda cuadrada (BTX, MA, USA) con una cubeta
de Imm de gap. Se adicionaron a la cubeta 10ul de la solucion de RNPs, 10ul de
OptiMEM 'y hasta 50 cigotos. Luego de la electroporacion se adicionaron 100ul de medio
M2 con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino) precalentado a la cubeta. Los embriones fueron
recuperados con una pipeta de plastico de didmetro de Imm. Luego, se realizaron entre 3
a 5 lavados de la cubeta para asegurar la recuperacion de la mayor cantidad de embriones
posibles. Los embriones transformados fueron lavados 3 veces en gotas de 100ul de

medio M2.

3.6. CULTIVO DE EMBRIONES

Los embriones se cultivaron hasta la etapa de blastocistos en gotas de 50ul de medio M16
a 37°C con 5% de CO.. El desarrollo se analizd durante 96 horas. A las 24 horas de la

electroporacion se evalud el porcentaje de clivaje de embriones a 2 células, a las 72 horas
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se analiz6 su desarrollo a morula. Por Gltimo, se evalud a las 96 horas el desarrollo a

blastocisto, donde se analizan los blastocistos tempranos, expandidos y eclosionados.

3.7. EXTRACCION DE ADN EMBRIONARIO

Una vez desarrollados los blastocistos, se procedié a extraer su ADN. La extraccién de
ADN se llevo6 a cabo usando el kit de extraccion de ADN Arcturus PicoPure (Thermo
Scientific, NY, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, cada
embrion fue incubado junto con 15ul de la mezcla de extraccion a 60°C por 3 horas y

luego a 90°C durante 10 minutos.

3.8. EVALUACION DE MUTACIONES

La amplificacion del gen target se efectué mediante una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) o una PCR semi-anidada. Se efectuaron reacciones de 25 o 10ul
utilizando la enzima Ranger DNA Polymerase (Bioline, LDN, UK), buffer de reaccién
5X (Bioline), 1,0uM de cada oligonucledtido y 1,3 o 5,0ul de molde de ADN. Los
oligonuclettidos (IDT) usados se resumen en la Tabla 2. Las condiciones de
amplificacion fueron: 2 minutos 94°C, 30 o 45 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos

a 56 0 58°C y 40 segundos a 72°C, 5 minutos a 72°C y 10 minutos a 4°C .

47



Tabla 2- Oligonucleotidos utilizados para estudios de PCR en embriones murinos.

~ Temperatura
Tamafio de
Gen Cebador sentido Cebador Cebador amplicén de
antisentido antisentido2* P hibridacion
(pb) o
(°C)
ClecdF | TCTTTATGATCGCA | CATTCCTGGGTCA | TCCATTCTCGAGAG | 650y 545 56y 58
CCCACA GCTCAAT CCATCT
CCAR2
TCAGAACATGCTC | GCCTCATCTCTAG 600 56
GAGACTCA CCACAGG )

La verificacion de una correcta amplificacion del gen target se realizd por electroforesis
en gel de agarosa (1,5%) (Invitrogen, NY, USA). Se sembraron 0,5ug de 1kb DNA

Ladder (Invitrogen) como marcador de peso molecular

Posteriormente, se realizé el andlisis de mutacion mediante la técnica de secuenciacion
(Macrogen, Korea), seguida de un analisis de las secuencias utilizando el software Mega7

version 2.1 (65) y Ice Analysis (Synthego).
3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Las medidas de degradacién de la ZP, recuperacion, sobrevida, clivaje a dos células,
desarrollo embrionario, y eficiencia de mutacion de los grupos experimentales fueron
comparadas mediante una regresion lineal, con el Software Stata (Stata Corp, TX, USA).

Las diferencias fueron consideradas significativas para P<0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DE PROTOCOLOS DISPONIBLES

Trabajos anteriores de varios autores han definido condiciones de electroporacion
Optimas en sus ensayos. Una revision de aquellos trabajos en donde su utilizé el mismo
equipamiento con el que contamos (electroporador ECM830 de onda cuadrada) reveld
una variedad muy grande de condiciones utilizadas. En todos los casos se emplearon
cubas de electroporacion de 1mm, siendo esta la Unica constante en todos los trabajos
revisados. Las cepas utilizadas fueron principalmente C57BL/6J y B6D2F1/J, los
embriones obtenidos, en la mayoria de los ensayos fueron tratados con AT para degradar
parcialmente la ZP, este tratamiento vario en tiempo entre 10 y 60 segundos, degradando
entre un 15 y un 30% de la misma. En la mayoria de los casos se introdujo la Cas9 en
forma de proteina, en una concentracion que varia entre 250 y 1280ng/ul. ElI sgRNA se
utilizd en concentraciones de entre 24 y 400ng/ul, siendo uno de los pardmetros mas
variables encontrados. En los casos de introducir un molde, se usaron siempre sSODN, en
concentraciones de entre 54 y 1000ng/pl. El voltaje de la electroporacion fue en todos los
casos de 30V, se realizaron entre 1y 6 pulsos cada 100ms y la duracién de cada uno fue

de entre 1 y 3ms. En un caso, esta electroporacion fue repetida 6 veces cada 3 segundos.

La eficiencia de mutacion en estos trabajos se relaciona en mayor medida con el gen
target y no con el protocolo en si. Qin et al. demostré eficiencias de entre 0,0 y 100,0%
utilizando el mismo protocolo para generaciéon de KO (51). De igual forma, Chen et al.
obtuvieron un rango de eficiencias de mutacion amplio (4,0-67,0%), segun el gen

ensayado (41). Tro et al. presentaron el rango mas alto de la bibliografia consultada de

49



66,0 y 100,0% (40). No obstante, estos articulos difieren en los genes target, por lo que
una comparacion entre sus resultados no es valida. Wang et al. obtuvo el porcentaje de
Kl mayor, 81.3% (53). Las principales caracteristicas de los articulos revisados se

resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3- Articulos revisados antes del comienzo del proyecto.

Referencia Qinetal. Chen et al. Wang et al. Modzelewski et al. Tro et al.
VIR EE KO Kl KO Kl Kl KO Kl KO Kl
modificacion
600ng/ul | 400ng/ul . 250ng/ul . .
Cas9 (MRNA) (MRNA) 652ng/ul (proteina) (proteina) 1280ng/ul (proteina) 640ng/ul (proteina)
SgRNA 300ng/pl 200ng/pl 24ng/ul 300ng/pl 400ng/ul 25ng/ul
ssODN - 400ng/ul - 100ng/ul 1000ng/ul - 107 ng/ul - 54ng/ul
30V, 2 pulsos, 1ms, 30V, 2 pulsos, 3ms, 30V, 2 pulsos, 1
Pulsos 100ms 100ms ms, 100ms (X6)* 30V, 6 pulsos, 3ms, 100ms | 30V, 2 pulsos, 3ms, 100ms
30-60 segundos (15- 10 segundos
0, - 0, -
AT 10 segundos (30%) 20%) (30%) 30-40 segundos (30%)
B6D2F1/J 6 :
Hembras B6D2F1/J C57BL/6J C57BL/6NJ C57BL/6J C57BL/6NRj
Machos B6D2F1/J C57BL/6J B6D2F1/J C57BL/6J C57BL/6NRj
Eficiencia de 0,0- 66,0-
d 0, - 0, 0, 0, - 0, - 0, ! - 0,
mutacion 100,0% 27,0% 4,0-67,0% 46,0% 81,3% 3,0-100,0% | 14,0-63,0% 100.0% 23,0-44,0%

*realizacion de 6 electroporaciones con 3 segundos de diferencia entre cada electroporacion (se efectud una totalidad de 12 pulsos).
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Los trabajos presentados anteriormente demuestran una diversidad amplia de protocolos, variando
en distintos parametros de electroporacién como ser la duracion y niumero de pulsos, el tiempo de
tratamiento de los embriones con AT y la concentracion de las RNPs adicionadas. Se decidid
realizar ensayos para determinar los parametros de electroporacion Optimos, manteniendo

constante el voltaje de los pulsos (30V) y 100ms de intervalo entre pulsos.

4.2. OPTIMIZACION DEL TRATAMIENTO CON ACIDO

TIRODES

El primer parametro del ensayo que se decidid optimizar fue el tratamiento de los embriones con

AT. Este tiene el objetivo de una degradacion parcial de la ZP embrionaria.

La ZP es una estructura de glicoproteinas que protege al embrion de la polispermia, dafios fisicos
y quimicos (26). En consecuencia, la ZP podria representar una barrera para la entrada de las RNPs

capaces de generar la modificacion genética deseada.

Con el objetivo de debilitar esta barrera y permitir el correcto ingreso de los componentes del
sistema CRISPR-Cas, se puede degradar la ZP con una solucién de AT. Una degradacion de un
30% representa el compromiso correcto entre la entrada de los componentes del sistema utilizado

y una baja influencia negativa en el desarrollo embrionario (66).

El tiempo de tratamiento de los embriones presenta grandes variaciones dependiendo de la

solucion y la cepa embrionaria utilizada, por lo que debié ser evaluado y puesto a punto.

Con el fin de evaluar la eficiencia de degradacion de la solucion de AT comercial, los embriones
fueron tratados durante 0, 15, 30, 60 y 90 segundos. Posteriormente, se midié la degradacion de la

ZP y se analiz6 el desarrollo a blastocisto a las 120 horas (Tabla 4, Figura 10).
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Como era previsto, la degradacion de la ZP aumentd con el tiempo de tratamiento. EI mayor
porcentaje de degradacién obtenido fue de 18,0% con un tratamiento de 90 segundos (Tabla 4).
Este resultado es significativamente mayor (P = 0,001) al porcentaje de degradacion obtenido con
el tratamiento de 15 segundos y el control (0,7 % y 0,0%, Tabla 4). No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos de 30, 60 y 90 segundos. Tampoco se observaron diferencias
significativas en el desarrollo de los embriones, indicando que este porcentaje de degradacion de
la ZP no afecta la sobrevida del embrién. La totalidad de las medidas efectuadas de las distintas

ZPs se detallan en el Anexo 1.

Qin et al. y Chen et al. determinaron que la degradacion del 30% se obtiene en 10 segundos de
tratamiento con AT (41,51). En otros trabajos, este porcentaje de degradacion se obtuvo con
tratamientos de entre 30 y 40 segundos (66). En nuestro caso, la degradacion parecio ser mucho
mas lenta, por lo que se decidié comparar esta solucion de AT con una casera en el entendido de
que su eficiencia pudo haberse vista reducida por las condiciones de almacenamiento u otros

factores.
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Tabla 4- Determinacidn del tiempo dptimo de tratamiento con el AT comercial.

Duracién del tratamiento

Porcentaje de degradacién

Porcentaje de desarrollo a blastocisto

con AT (embriones analizados) (blastocistos / embriones totales)
0 segundos 0 (n=20) 65,00 (13/20)
15 segundos 0,68 (n=10)2 64,28 (9/14)?
30 segundos 7,89 (n=10)° 52,17 (12/23)?
60 segundos 14,28 (n=20)° 43,48 (10/23)?
90 segundos 17,98 (n=20)° 50,00 (11/22)2

Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las condiciones ensayadas, que se consideran cuando

P<0,05.

Figura 10- Medida de degradacion de la ZP de embriones murinos mediante el tratamiento con AT. A modo de

ejemplo, se adiciond la fotografia de un embrion por tratamiento, donde fue medido el ancho de la ZP. A- 0

segundos (grupo control) B- 15 segundos C-30 segundos D-60 segundos E-90 segundos.
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Segun Andrew Modzelewski y colaboradores (66), la duracion optima de tratamiento con AT es
cercana a la mitad del tiempo que se requiere para degradar la totalidad de la ZP. En vista de esto,
se realizé un ensayo en donde se compard el tiempo requerido por tres soluciones diferentes para
degradar totalmente la ZP. Estas soluciones fueron el AT comercial, AT casero y hialuronidasa.
Se incluyd la solucion de hialuronidasa ya que el &cido hialurénico forma parte de la ZP de los
embriones murinos (28). Se afiadieron 5 embriones a cada una de estas soluciones debajo de un
microscopio invertido y mediante la grabacion de un video se evalu6 el tiempo requerido por cada

solucion para degradar la totalidad de la ZP (Tabla 5).

Se observo que el tiempo para degradar la totalidad de la ZP con el AT comercial era de 2 minutos
y 20 segundos. Una degradacion total que conlleva un tiempo mayor a 2 minutos se relaciona con
un mal funcionamiento de la solucion y la misma deberia ser sustituida (66). EI AT casero degradd
la ZP antes de que los embriones pudieran ser enfocados, lo que llevo aproximadamente un minuto.
Esto llevd a no poder obtener una cifra clara del tiempo que conlleva una degradacion total con
esta solucion. No obstante, se pudo suponer que ésta era menor a 30 segundos, ya que una vez
enfocados los embriones se encontraban deformados, lo que sucede al exponer prolongadamente
los embriones denudados a la solucion acida. La ZP de los embriones tratados con hialuronidasa

permanecio intacta durante los cinco minutos del ensayo.

En funcién de estos resultados se decidio seguir trabajando con la solucién de AT casera por lo
que se realiz6 un ensayo final para determinar su impacto en el desarrollo embrionario. Para esto,
se trataron cigotos con AT casero durante 10 segundos y luego de lavarlos se cultivaron hasta
blastocistos. En este ensayo se obtuvo un porcentaje de desarrollo a blastocisto de 60,0%, que si

bien es menor que el 80,0% obtenido para el grupo control permite obtener de igual forma un
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porcentaje alto de embriones desarrollados que eventualmente pueden derivar en animales

modificados.

Tabla 5- Evaluacion de diferentes soluciones para la degradacion de la ZP.

Solucién Tiempo para la degradacion total de la zona pellcida
AT comercial 2 minutos 20 segundos

AT casero < 1 minuto*
Hialuronidasa >5 minutos**

* Durante el ensayo con AT casero, existieron problemas con el enfoque de los embriones durante 1 minuto. Cuando

estos lograron ser enfocados la ZP estaba totalmente degrada. ** Durante 5 minutos la ZP permanecié intacta.

4.3. DETERMINACION DE PARAMETROS DE
ELECTROPORACION OPTIMOS PARA LA GENERACION
DE EMBRIONES KO

Posteriormente se determinaron los parametros Optimos de electroporacion que permitieran

obtener tanto buena sobrevida y desarrollo embrionario, como un porcentaje satisfactorio de

embriones genéticamente modificados.
4.3.1. Analisis del impacto de la electroporacion en el desarrollo

Con el objetivo de determinar el efecto de distintas condiciones de electroporacion en el desarrollo

embrionario, se efectu6 un ensayo comparando seis condiciones distintas donde no fueron
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adicionadas RNPs. Este ensayo se realizd con embriones de la cepa B6D2F1/J. Las condiciones

ensayadas Yy los resultados de desarrollo se detallan en la Tabla 6.

En vista de respetar la reduccion del nimero de animales por ensayo Y el refinamiento, estrategias
de las 3Rs (32), los embriones utilizados en este ensayo fueron obtenidos mediante la
superovulacién tradicional con la hormona eCG. Esta Gltima permite la obtencion de 30 embriones

por hembra de la cepa B6D2F1/J aproximadamente (29), en lugar de 6.

Todos los embriones pertenecientes a este ensayo fueron aislados, lavados y tratados o no,
dependiendo de la condicién ensayada con AT, durante 10 segundos. Posteriormente, estos fueron
electroporados, recolectados y lavados con M2 precalentado. Finalmente, estos embriones fueron
cultivados hasta blastocistos. Las condiciones ensayadas varian en el nimero y duracion de los
pulsos, y la presencia o0 no de un tratamiento con AT. Se mantuvieron constantes pulsos de 30V

con 100ms de intervalo entre pulsos y se ensayaron 4, 6 y 10 pulsos de 1y 3ms de duracion.

Se ensayaron 3 condiciones contando con pulsos de 3ms de duracion. Los embriones del grupo 1
contaron con un tratamiento de AT previo a la electroporacion y un namero de 10 pulsos de 3ms
(Tabla 6). Los embriones de los grupos 5 y 6 no incluyeron un tratamiento con AT, y contaron
con 4 o 10 pulsos respectivamente (Tabla 6). Adicionalmente, se analizaron 3 condiciones con
pulsos de 1ms de duracion. Dos de ellas incluyendo un tratamiento con AT de 10 segundos de
duracion y un namero de pulsos de 6 0 10, grupos 2 y 3 respectivamente (Tabla 6). Finalmente, el
grupo 4 presentd 10 pulsos de 1ms de duracién, sin la presencia de un tratamiento de los embriones

con AT (Tabla 6).

El desarrollo a blastocisto del grupo control (grupo 7, Tabla 6) fue significativamente mayor

(79,0%, Tabla 6) al hallado para la totalidad de los grupos ensayados (P<0,05). Este valor esta en
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concordancia con observaciones previas de especialistas que indicaron que el desarrollo a

blastocisto de los embriones de esta cepa es de aproximadamente 80,0% (67).

El grupo 5 presentd un desarrollo a blastocisto de 10,5% (Tabla 6). Este resultado es
significativamente menor al obtenido con otros grupos (P<0,05). Los grupos 2, 3, y 4 presentaron
porcentajes de desarrollo de 14,3%, 12,5% y 15,6% respectivamente (Tabla 6), de igual
significancia estadistica. Estos Ultimos grupos, contaron todos con pulsos de 1 ms de duracion.
Adicionalmente, los grupos 1y 6 presentaron desarrollos significativamente mayores a los grupos

anteriormente mencionados (50,0 y 37,3% respectivamente, P<0,05, Tabla 6).

Interesantemente, los grupos presentando el mayor desarrollo se corresponden a las condiciones
mas agresivas, 10 pulsos de 3ms con y sin tratamiento de AT (50,0 y 37,0% respectivamente, Tabla
6). Puesto que la mayoria de los ensayos de este estilo culmina en la transferencia de embriones a
hembras receptoras, no se encontraron datos bibliograficos de desarrollo a blastocisto en
embriones de esta cepa que hayan sufrido una electroporacion. No obstante, al presentar los
resultados de desarrollo mas altos se eligieron como Optimos para los siguientes ensayos. Ademas,
estas condiciones permitirian una eficiencia mas alta puesto que pulsos mas largos podrian generar

una mayor entrada de las RNPs al embrion.

Tabla 6- Desarrollo embrionario a blastocisto en funcion de los parametros de electroporacion.

o y i Porcentaje de desarrollo a
Condiciones de electroporaciéon (nimero de . . )
Grupo N ) . blastocisto (blastocistos / embriones
pulsos, duracién, tratamiento con acido)
totales)

1 10 pulsos, 3ms, c/AT 50,00 (11/22)¢

2 6 pulsos, 1ms, c/AT 14,29 (2/14)°
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3 10 pulsos, 1ms, c/AT 12,50 (4/32)¢
4 10 pulsos, 1ms, /AT 15,63 (5/32)¢
5 4 pulsos, 3ms, S/AT 10,53 (2/19)°
6 10 pulsos, 3ms, sSIAT 37,29 (22/59)¢
7 Control 78,67 (59/75)2

c/AT: los embriones recibieron un tratamiento con AT de 10 segundos. s/AT: los embriones no recibieron ningln

tratamiento con AT. Diferentes superindices indican diferencias significativas (P<0,05)

4.3.2. Comparacion de eficiencias de protocolos de electroporacion

Una vez definidas las condiciones que originaban los mejores resultados de desarrollo a blastocisto
(10 pulsos de 3ms con o sin tratamiento de AT) se procedio a efectuar un ensayo para evaluar si

las mismas eran capaces de producir embriones mutados y con qué eficiencia.

Con el objetivo de aumentar el nimero de embriones evaluado en cada condicion, y a su vez
disminuir el nimero de animales utilizados se usd para superovulacién de hembras el suero
antiinhibina en reemplazo de la hormona eCG. Como esta hormona aumenta la cantidad de
ovocitos obtenidos por hembra, de 30 embriones con superovulacion tradicional a 100 (29), no es
posible fertilizarlos por cruzamiento natural. Por este motivo los ovocitos fueron obtenidos y se
procedio a realizar una fertilizacion in vitro. Esta combinacion permitié obtener resultados mas
robustos usando una menor cantidad de animales, lo que esta alineado con los principios de

Refinamiento y Reduccion de las 3Rs.
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Para evaluar la eficiencia de mutaciones se eligio el gen target Clec4F. La guia disefiada se ubica
en el exdn 2 del gen (Ensembl, # ENSMUST00000014686.2), donde oportunamente se pudo
ubicar también una secuencia PAM (Figura 11). Esta guia habia sido usada previamente para

obtener un KO mediante microinyeccion obteniéndose una eficiencia del 50,00% (datos no

publicados).
5° ®LGACTEGEGCCTAAGTCAGCTGCTCTCATGGCTCCL GGTCA

60
3’ CTGACCCCGGATTCAGTCGACGAGAGTACCGAGGE CCAGT

TTCTGGCATTAATGGTGGTGACTGTGATCTTTTCTCTCCTTGCTCTTTTTGTGGTGG 3’

-|—H+|—|+H—|—|—H+H+H—|—|—H+H+H—|—|—H+H+H—|—|—H+H+H—|—|—H—|—|—|—| 117

AAGACCGTAATTACCACCACTGACACTAGAAAAGAGAGGAACGAGAAAAACACCACC ® 5

Figura 11- Exon 2 del gen Clec4F. La secuencia reconocida por el sgRNA se encuentra en naranja (desde el nt 36
al 55) y la secuencia PAM en marrén (desde el nt 33 al 35).

Durante este ensayo de electroporacion se mantuvieron constantes los siguientes parametros: 10
pulsos de 30V con 100ms de intervalo entre pulsos, y la adicion de proteina Cas9 a 250ng/ul y
SgRNA a 300ng/ul. Con el objetivo de encontrar el protocolo 6ptimo para generar un KO del gen
Clec4F, se ensayaron 4 condiciones que variaban en la duracién de los pulsos (3 0 1ms) y la adicion

0 no de un tratamiento de 10 segundos con AT.

Todos los embriones pertenecientes a este ensayo eran de la cepa B6D2F1/) y una vez
electroporados, fueron cultivados hasta blastocistos, su ADN extraido, amplificado y secuenciado.
La eficiencia de cada protocolo se analizé evaluando dos parametros: el desarrollo embrionario a
blastocisto y el porcentaje de mutantes. Con esto se buscé obtener un protocolo que permitiria
obtener un numero suficiente de embriones desarrollados con una tasa de mutacion lo mas alta

posible.
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La primera condicién ensayada fue de pulsos de 3ms de duracion con la inclusion de un tratamiento
de los embriones con AT. Los valores de clivaje, desarrollo y eficiencia de mutacion promedios
para esta condicion fueron de 60,1%, 25,0% y 44,1% respectivamente (Tabla 7, Anexo 2).
Adicionalmente, de los 34 embriones analizados 2 fueron mosaicos y 2 presentaron 3 secuencias
diferentes (Tablas 7 y 8). Otra condicion ensayada fue de pulsos de 1ms de duracion y el agregado
de un tratamiento con AT. En promedio, el clivaje a dos células fue de 42,7%, un desarrollo a
blastocisto de 17,0% y una eficiencia de mutacion de 50,0% (Tabla 7, Anexo 2). De los 10

embriones mutados, 4 fueron mosaicos y 1 present6 3 secuencias distintas (Tablas 7 y 8).

Por otro lado, se ensayaron las mismas condiciones, pero sin el tratamiento con AT. Para una
duracion de pulsos de 3ms, los valores de clivaje, desarrollo y eficiencia de mutacion fueron de
42,3%, 16,4% y 69,7% respectivamente (Tabla 7, Anexo 2). Se obtuvieron para esta condicion 4
embriones mosaicos y 6 que presentaron 3 secuencias (Tablas 7 y 8). Cuando la duracién de los
pulsos fue de 1 ms se obtuvo un clivaje de 44,6% y un desarrollo a blastocisto de 24,0% (Tabla 7,
Anexo 2). El porcentaje de eficiencia de mutacion de esta condicion fue de 11,8% (Tabla 7, Anexo

2). De los 2 embriones mutantes, uno presentd mosaicismo (Tablas 7 y 8).

Todos los resultados de recuperacion fueron altos, y se recuperé un promedio de 92,0% de los
embriones electroporados. Este resultada muy ventajoso ya que pudiéndose electroporar hasta 50
embriones a la vez, se perderian Unicamente 4 embriones en promedio por electroporacion.
Ademas, los porcentajes de sobrevida fueron altos, con un promedio de 95,0%. Esto significaria
que el protocolo no generd un dafio instantaneo en los embriones ensayados. Estos dos pardmetros
no fueron dependientes de la condicion ensayada, ya que no se presentaron diferencias

significativas entre los resultados de las condiciones ensayadas.

61



Los resultados de clivaje a dos células presentados por la condicion contando con pulsos de 3ms
de duracién y la inclusion de un tratamiento con AT son significativamente mayores a los
observados en las otras condiciones (P=0,01) e iguales al grupo control (P=0,04) (60,1%, Tabla
7). Este dato es importante, puesto que en la practica los embriones electroporados o
microinyectados se transfieren en etapa de cigoto o como embrién de dos células (54). Para la
comparacion de las eficiencias de los protocolos ensayados, se decidio considerar el desarrollo a
blastocisto en el entendido que un nimero mayor de blastocistos in vitro puede estar relacionado
a un mayor nimero de cria si estos embriones fuesen transferidos. Este pardmetro no describio
diferencias significativas entre los grupos evaluados, sin embargo, fue significativamente menor
que el del grupo control. Se puede interpretar entonces que los protocolos ensayados afectaron el

desarrollo embrionario en la misma medida.

Los embriones tratados con pulsos de 3ms (con y sin tratamiento con AT) y con pulsos de 1ms 'y
tratamiento de AT, fueron mutados en una proporcion similar. Los valores de eficiencia de estos
grupos fueron de 44,1%, 69,7 y 50,0% respectivamente (Tabla 7) y no fueron significativamente
distintos (P<0,05). El grupo sin tratamiento de AT y pulsos de 1ms tuvo una eficiencia de mutacion

de 11,8%, significativamente menor (P<0,05) al resto de los grupos.

La evaluacion de la eficiencia de mutacion puede ser complementada por el analisis de la presencia
de mosaicismos y multiplicidad de secuencias en los embriones mutados. Definimos mosaicos
como embriones en donde la secuencia wild type (WT) esta sobrerepresentada con respecto a la
secuencia mutante. Esto puede deberse a que el corte y reparacién del ADN se dio de manera
posterior a la division del cigoto. En términos practicos, un embrién con menor proporcion de
células mutantes tiene menor posibilidad de que estas células pasen a formar parte de la linea

germinal y por lo tanto transmitan las mutaciones a la siguiente generacion. Por otro lado, en los
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embriones con multiples secuencias, si bien el mecanismo por el que se obtiene podria ser el mismo
(mutacion luego de la primera division del embridn) el resultado es mucho mas favorable puesto
que la secuencia WT se encuentra en general representada en un porcentaje menor al 50% vy
aumenta la posibilidad de transmitir mutaciones. La presencia de mutaciones de este tipo fue
analizada utilizando el software de Synthego Ice Analysis, (Tabla 8) y fue verificada de forma

manual utilizando la plataforma Mega?7.

El tratamiento con pulsos de 3ms y AT generé 44,1% de mutantes. De los 15 embriones mutantes,
4 presentaron mas de dos secuencias, y ninguno contenia mas de un 50,0% de secuencias WT
(embriones 1, 5, 7 y 10, Tabla 8). Unicamente 3 embriones de 2 secuencias, presentaron una
representacion mayor al 50% de la secuencia WT (embriones 3, 8 y 9, Tabla 8). Del analisis de las
mutaciones se desprende que en 11 de estos embriones hubo un corrimiento del marco de lectura
que generaria un KO. De los 4 embriones con mutaciones que no corren el marco de lectura

(embriones 1, 2, 8 y 11, Tabla 8), 2 de ellos contenian una secuencia que lo hacia.

La electroporacion con pulsos de 1ms de duracion y tratamiento con AT produjo exclusivamente
embriones mosaicos 0 con secuencias multiples, en todos los casos con porcentajes de secuencias
WT mayores al 40,0%. Ademas, de los 10 embriones analizados, 6 de ellos presentaron mutaciones

que no variaban el marco de lectura de la proteina (embriones 1, 2,5, 7, 8 y 9, Tabla 8).

En el ensayo con pulsos de 3ms de embriones con ZP intacta se observo que 19 de los 22 embriones
mutados fueron mosaicos o portadores de secuencias maltiples, sin embargo, solo 3 contaron con
un porcentaje de secuencias WT alto (>50%, embriones 5, 8 y 11, Tabla 8). De los embriones
mosaicos 7 presentaron secuencias que no corrian el marco de lectura proteico (embriones 2, 3, 4,

5, 7, 9y 15, Tabla 8), pero poseian en otra hebra una insercién/delecion que si lo hacia.
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Adicionalmente, 7 de estos embriones no presentaron secuencias WT (embriones 3, 4, 7, 10, 14,

17y 21, Tabla 8).

Por altimo, al aplicar pulsos de 1ms a embriones con ZP intacta, los Gnicos 2 embriones mutantes
obtenidos presentaron méas de dos secuencia. En ambos casos la representacion de secuencias WT
fue menor al 50%. Uno de los dos embriones mutantes presentdé una mutacion que no corria el

marco de lectura proteico.

Dado que el desarrollo a blastocisto no presentd diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos, se eligio el protocolo de preferencia basdndose en la eficiencia de mutacion. En
principio el tratamiento con pulsos de 1ms sin AT fue descartado ya que fue significativamente
menor al resto. También se descartd el tratamiento de 1ms con tratamiento de AT puesto que

presentd un nimero muy alto de mosaicos con una alta representacion de la secuencia WT.

Los protocolos con pulsos de 3ms, no solo tuvieron una eficiencia de mutacion comparable, sino
gue tambien fueron similares en cuanto a la presencia de mosaicos y secuencias multiples. Como
no se observé un beneficio claro del tratamiento con AT con esta duracidn de pulsos, se optd por

eliminarlo del protocolo debido a la complejidad operacional que representa.

En resumen, las condiciones dptimas de electroporacion en embriones B6D2F1/J producidos por
FIV para el KO del gen Clec4F fueron: 10 pulsos de 3ms de duracion, de 30V con 100ms de
intervalo, sin tratamiento de AT y la adicidn de proteina Cas9 en una concentracion de 250ng/ul y

SgRNA a 300ng/pl.

Interesantemente se observaron mutaciones bialélicas (8,2%, Tabla 8) . Una mutacion bialélica se
presenta como la misma insercion/delecion en ambas hebras. La eficiencia de mutaciones

genéticas bialélicas inducidas por las técnicas de edicién genética es baja. Takayama et al.
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describieron que podia aumentarse la eficiencia de la recombinacion homologa bialélica en células
madres pluripotentes inducidas, mediante la accién sinéergica de la sobreexpresion de RAD51y la
inclusion de un tratamiento con acido valproico (68). Asimismo, Wilde et al., demostraron que la
adicién de la proteina RAD51 en la microinyeccion de cigotos murinos, para la generacion de
ratones KO de los genes Chd2 y Tyr, aumentaba dos veces la eficiencia de homocigosidad de la
mutacion. Los mecanismos de generacion de mutaciones bialélicas no estdn profundamente
dilucidados hasta el momento. No obstante, Wilde et al., consiguieron demostrar que RAD51
promovia el mecanismo de reparacion interhomologo (69). Adicionalmente, la generacion de este
tipo de mutaciones mediante la microinyeccion de CRISPR-Cas9, durante la generacion de ratones
(B6D2F1/J) KO del gen Clef4F, fue nula (datos no publicados). Seria interesante explorar en un

futuro la influencia de la electroporacion en la generacion de mutaciones bialélicas.

Los valores de eficiencias de mutacion hallados con el protocolo seleccionado (69,7%) fueron
mayores a los obtenidos con microinyeccion de esta misma guia (50,0%) (datos no publicados).
Una optimizacion de las concentraciones de proteina Cas9 y sgRNA en la solucion podria derivar
en un aumento de la eficiencia de la mutacion, pero no se considerd necesario realizarla dado que

las eficiencias alcanzadas hasta este punto eran mas que convenientes.
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Tabla 7- Electroporacion de embriones murinos de la cepa hibrida B6D2F1/J para la generacion KO del gen Clec4F.

Porcentaje de

Porcentaje de

Porcentaje de
embriones que

Porcentaje de : clivaje a dos i Porcentaje de
recuperacion sobrevida células Porcentaje de mutantes Porcentaje de | Presentan3
Condicién (embriones (empriones (embriones desarro!lo a blasto_cisto (mutantes/ mosaicos secuer_1cias
recuperados/ VIV_OS/ clivados/ (bIastomstps/embrlones embriones (mosaicos/ (embriones
embriones embriones embriones vivos) analizados mutantes) con 3
electroporados) recuperados) vivos) secuencias/
mutantes)
96,74 60,10 25,00 (52/208)" 44,12 (15/34)* | 5,88 (2/34) 5,88 (2/34)
3ms, c/AT 98 (215/224)*
ms, ¢ 95,98 (215/224) (208/215)* (125/208)*
1ms. o/AT 94,30 (182/193)* 93,96 42,69 (73/171)° 16,96 (29/171)° 50,00 (10/20)% | 20,00 (4/20) 5,00 (1/20)
’ (171/182)
3ms. SAT 96,30 (208/216)* 96,64 42,29 (85/201)" 16,42 (33/201)° 69,70 (23/33)% | 12,12 (4/33)* | 18,18 (6/33)
’ (201/208)
1ms. SAT 96,84 (184/190)° 98,91 44,57 (82/184)° 23,91 (44/184)° 11,76 (2/17)° 5,88 (1/17)* 0,00 (0/17)*
’ (182/184)°
Sl . . 90,83 (99/109)* 76,47 (91/119)* 0,00 (0/1) 0,00 (0/1) 0,00 (0/1)

Se mantuvieron constantes los siguientes parametros de electroporacion: 10 pulsos de 30V con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones de RNPs

utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA. Diferentes superindices indican diferencias significativas (P<0,05).
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Tabla 8- Mutaciones en cigotos murinos obtenidas mediante la electroporacion de CRISPR-Cas9.

Condicién  Eficiencia Embrion sgRNA PAM Mutacion Traduccion
de
mutacion
(%)
WT GLGPKSAALMAPRTLRHVQ
Control - - ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG
(100,00%)
ACCTGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 19 pb
¢ GLGPKSAALMAPR
1 ACCTGGACGTGCCGCAGGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb
GLGPKSAALMAP

ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(25.70%)

) ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(24.60%)
ACCTGGACGTGCCGCAGGG GCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 8 pb

3 GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(66.80%)

4 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(52.00%)

ACCTGGACGTGCCGC CTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 6 pb GLGPKSAALMAPR - - RHVQ

5 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(15.80%)

6 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(11.30%)

3ms, c/AT 44,12
ACCTGGACGTGCCGCAGGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCG TGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 17 pb

7 GLGPKSAAL

ACCTGGACGTGCCGCAGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 8 pb

GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(12.50%)
ACCTGGACGTGCCGCAGGGT CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 3 pb

8 GLGPKSAALMAPR XTLRHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(78.80%)
ACCTGGACGTGCCGCAGGG -CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1pb

9 GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(77.00%)
ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP

10 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCT ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(31.10%)

del 9 pb

11 ACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG bialdl GLGPKSAALMAPR - - - HVQ

lalelica

12 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCT ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
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ACCTGGACGTGCCGCAGGG -CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
13 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGG -CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
u ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCT ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(36.60%)
15 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(42.00%)
ACCTGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 19 pb
1 GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(57.40%)
ACCTGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 19 pb
2 GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(58.10%)
ACCTGGACGTGCCGCAGGGT CCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 8 pb
3 GLGPKSAALMDP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(52.80%)
. ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(47.30%)
ACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 9 pb
5 GLGPKSAALMAPR HVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(40.00%)
1ms, c/AT 50.00 6 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(66.70%)
; ACCTGGACGTGCCGCAGGG - - -TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 3pb GLGPKSAALMAP-TLRHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(83.10%)
ACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 9 pb GLGPKSAALMAPR - - - HVQ
8 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(51.40%)
5 ACCTGGACGTGCCGC ATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 15 pb GLGPKSAALM RHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(76.00%)
10 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(82.60%)
1 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(44.40%)
3ms ACCTGGACGTGCCGCAGG GGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 6 pb GLGPKSAALMAP - - LRHVQ
/ATY 73.33 2 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
S
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(44.40%)
3 ACCTGGACGTGCCGCAGGGT CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 3 pb GLGPKSAALMAPRXTLRHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGG -CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
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ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins L pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGG TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 16 pb GLGPKSAALMAP

4 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGC CTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 6 pb GLGPKSAALMAPR - - RHVQ

5 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(84.30%) | GLGPKSAALMAPRTLRHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP

6 ACCTGGACGTGCCGCAGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 8 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(35.60%)

ACCTGGACGTGCCGCAGGG AGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 16 pb GLGPKSAA

7 ACCTGGACGTGCCGC CTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 6 pb GLGPKSAALMAPR - - RHVQ
ACCTGGACGTGCC CCATGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 16 pb GLGPKSAA

8 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(86.30%)

ACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 9 pb GLGPKSAALMAPR - - - HVQ

9 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(24.30%)

10 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 2 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR

1 ACCTGGACGTGCCGCAGG AGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 8 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(75.20%)

ACCTGGACGTGCCGCAGGG GAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 16 pb GLGPKSAA

12 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(31.30%)

ACCTGGACGTGCC ATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 17 pb

13 GLGPKSAALMARP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(47.10%)

" ACCTGGACGTGCCGCAGGG -CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(25.90%)

15 ACCTGGACGTGCCGC CTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 6 pb GLGPKSAALMAPR - - RHVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR

16 ACCTGGACGTGCCGCAGGG  CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(20.50%)

17 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
ACCTGGACGTGCCGCAGGG - CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
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ACCTGGACGTGCCGCAGGG T- CTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 10 pb GLGPKSAALMAP
18 ACCTGGACGTGCCGCAGGG - CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(12.10%)
del 23 pb
19 ACCTGGACGTGC AGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG o GLGPKSAA
bialélica
del 7 pb GLGPKSAALMAP
20 ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG o
bialélica
. GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb
21 GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGG  CCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 1 pb
ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
22 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG bialél
lalelica
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb
GLGPKSAALMAPR
1 ACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 9 pb
GLGPKSAALMAPR HVQ
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT(39.70%)
1ms, s/IAT 11.76
ACCTGGACGTGCCGCAGG GAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG del 7 pb GLGPKSAALMAP
2 ACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG ins 1 pb GLGPKSAALMAPR
ACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGCTGACTTAGGCCCCAGTCCTG WT (4.80%)

Se mantuvieron constantes los siguientes parametros de electroporacion: 10 pulsos de 30V con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones de

RNPs utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA. Las secuencias target del sgRNA se representan en naranja y aquellas cercanas a

esta en azul, en bordeaux se demuestra la secuencia PAM, los nucleédtidos deletados se representan como guiones verdes y aquellos insertados como Ns de color

verde. La columna Mutacion resume el genotipo encontrado para cada embridén mutado y aquella titulada Traduccion describe la secuencia aminoacidica. En

esta Ultima, aquellos aminoécidos introducidos por un cambio en el marco de lectura se encuentran en verde y aquellos deletados se presentan como guiones

verdes.
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Figura 12- Ejemplificacién de una secuencia, en este caso del embrién nimero 19 de la condicion 3ms s/AT,

que present6 una delecion bialélica idéntica de 23 nt.

4.4. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL PROTOCOLO EN

EMBRIONES DE LA CEPA C57BL/6
Con el objetivo de evaluar la capacidad del protocolo escogido para generar KO del gen Clec4F,
en otra cepa de embriones murinos, se efectud un ensayo con embriones de la cepa C57BL/6 (linea

murina consanguinea). Los embriones fueron aislados, electroporados y cultivados a blastocistos.

El ADN de los mismos fue extraido y se analizd la presencia de mutaciones por secuenciacion.
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Los resultados de recuperacion y sobrevida embrionaria obtenidos en este ensayo fueron de 90,4%
y 81,4% (Tabla 9) y son comparables con los obtenidos en embriones B6D2F1/J. Esto refuerza
aun mas la conclusion extraida del ensayo anterior, los parametros de recuperacion y sobrevida
embrionaria, posterior a la electroporaciéon, son independientes de los parametros de

electroporacion utilizados.

El grupo control presento un clivaje a dos células y un desarrollo a blastocisto de 56,7% y 40,0%
(Tabla 9). Estos resultados son bajos en comparacion con los obtenidos con el control utilizando
embriones de la cepa hibrida (P<0,05). Sin embargo, estos resultados fueron validos ya gque son
similares a los hallados en ensayos efectuados en las mismas condiciones con esta misma cepa por

la Unidad de Animales Transgénicos del Institut Pasteur de Montevideo (datos no publicados).

Adicionalmente, se obtuvo un porcentaje de clivaje de 44,6% (Tabla 9, Anexo 3), valor que no
difiere significativamente de los obtenidos en el ensayo anterior (P<0,05, Tabla 7), indicando que
el clivaje a dos células de los embriones de ambas cepas se vio afectado de igual forma. De los 92
embriones vivos posterior a la electroporacion, 6 desarrollaron a blastocisto, obteniéndose un
resultado de un 6,5% de desarrollo a blastocisto (Tabla 9, Anexo 3). Esta cifra fue
aproximadamente 10% menor a la obtenida usando el mismo protocolo, en embriones de la cepa
hibrida. Se pudo interpretar que los embriones pertenecientes a la cepa B6D2F1/J, son mas
resistentes a la electroporacion con CRISPR-Cas9, obteniendo un desarrollo mayor. Otros autores

demostraron que los embriones hibridos son mas resistentes que los embriones C57BL/6 (70).

Se obtuvo un valor de eficiencia de mutacion de 85,7% ya que, de los 7 embriones analizados, 6
presentaron mutaciones (Tabla 9, Anexo 3). Esta cifra no fue significativamente diferente a la
obtenida con este protocolo para la cepa hibrida (69,7%, para un P<0,05, Tabla 7). De los 6

embriones mutantes, Unicamente 2 presentaron una secuencia WT (embriones 2 y 4, Tablas 9 y
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10). No obstante, la secuencia WT representé menos 50% del total de las secuencias (Tabla 10).
Adicionalmente, solo uno de estos embriones no corria el marco de lectura proteico. Los otros 4
embriones mutantes, poseian mutaciones bialélicas (embriones 1, 3, 5y 6, Tabla 10). Por ultimo,
3 de estos embriones presentaron mutaciones que modificaban el marco de lectura aminoacidico

(Tabla 10).

La cepa murina C57BL/6 suele ser la preferida por los investigadores para los experimentos con
modelos murinos genéticamente modificados. Es por esto que la obtencion de los modelos en una
linea diferente requiere la posterior retrocruza de los animales para cambiar su fondo genético.
Este es un proceso largo y requiere la generacion de muchos animales intermedios que no seran
usados, ademas de generar la necesidad de genotipar cada camada. De ahi la pertinencia de evaluar
la factibilidad de nuestro protocolo de electroporacion en este fondo genético. A partir de este
ensayo, se puede concluir que el protocolo seleccionado como Optimo es capaz de generar KO del

gen Clec4F de una forma eficiente para embriones murinos de la cepa C57BL/6.
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Tabla 9- Electroporacion de embriones murinos de la cepa C57BL/6, para la generacion KO del gen Clec4F.

Grupo Porcentaje de Porcentaje de | Porcentaje Porcentaje de Porcentaje Porcentaje Porcentaje de
recuperacion sobrevida de clivaje a desarrollo a blastocisto | de mutantes | de mosaicos | embriones que
(embriones (embriones dos células (blastocistos/embriones | (mutantes/ (mosaicos/ presentan 3
recuperados/ vivos/ (embriones Vivos) embriones mutantes) secuencias
embriones embriones clivados/ analizados (embriones con
electroporados) | recuperados) | embriones 3 secuencias/

Vivos) mutantes)
Condicion 90,40 81,42 44,57 (41/92) 6,52 (6/92) 85,71 (6/7) 50,00 (3/6) 0,00 (0/6)
(113/125) (92/113)
Control - - 56,67 (17/30) 40,00 (12/30) - - -

Los parametros de electroporacion utilizados fueron los siguientes: 10 pulsos de 30V de 3ms de duracién, con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las

concentraciones de RNPs utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA.
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Tabla 10- Mutaciones en cigotos murinos obtenidas mediante la electroporacion de CRISPR-Cas9 en embriones de la cepa C57BL/6.

Embrion sgRNA PAM Mutacion Traduccion
GAATGACCTGGACGTGCCGCAGGGTCCTGGGAGCCATGAGAGCAGE WT | AALMAPRTLRHVOVI

1 | GAATGACCTGGACGTGCC TGGGAGCCATGAGAGCAAGCT gf;lglﬁ; AALMAPR- - -HVQVI
, | GAATGACCTGGACGTGCCGCAGGGT CCTGGGAGCCATGAGAGCAGC |?4s61§ O/r.z)b AALMAPR TLRHVOVI
3 | GAATGACCTGGACGTGCCGCAGG AGCCATGAGAGCAGC 32.?..‘22 AALMAP

del 2 pb

0,

4 | GAATGACCTGGACGTGCCGCAGG - - CCTGGGAGCCATGAGAGCAGC (4§2/0T/°) AALMAPR

(10,00%)
;| GAATGACCTGGACGTGCCGCAGGG AGCCATGAGAGCAGC del 7pb | AALMAP

bialélica
. | GAATGACCTGGACGTGCCGCAGGGTNCCTGGGAGCCATGAGAGCAGE ins 1pb | AALMAPR

bialélica

Los pardmetros de electroporacién utilizados fueron los siguientes: 10 pulsos de 30V de 3ms de duracién, con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las

concentraciones de RNPs utilizadas fueron 250ng/pl de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA. Las secuencias target del sgRNA se representan en naranja y

aquellas cercanas a esta en azul, en bordeaux se demuestra la secuencia PAM, los nucle6tidos deletados se representan como guiones verdes y aquellos insertados

como Ns de color verde. La columna Mutacién resume el genotipo encontrado para cada embrién mutado y aquella titulada Traduccién describe la secuencia

aminoacidica. En esta Ultima, aquellos aminoacidos introducidos se encuentran en verde y aquellos deletados se presentan como guiones verdes.
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45. EVALUACION DEL PROTOCOLO PARA LA

GENERACION DE INSERCIONES PEQUENAS

Con el objetivo de evaluar la capacidad del protocolo seleccionado de generar otro tipo
de modificaciones, se decidié efectuar un ensayo para la generacion de Kls en embriones

de la cepa B6D2F1/J.

Una gran ventaja de la edicion gendémica es la posibilidad de efectuar mutaciones
dirigidas. Estas no sélo permiten la generacion de organismos KO al generar DSBs que
se reparan mediante el mecanismo NHEJ, sino que también al adicionar un molde de
ADN se logra la insercion de secuencias en lugares especificos del genoma. Estas
secuencias pueden ser de un rango muy variado de tamafio desde mutaciones puntuales
hasta la insercion de genes (71). La electroporacion de moldes de ADN ha sido probada
con ssSODNSs de hasta 200pb que permiten la insercion de hasta 150pb aproximadamente

(66).

Para determinar si nuestro protocolo sirve para la generacion de este tipo de Kis, se
ensayo la insercion de un sitio loxP en el intrén 2 del gen murino CCAR2 (Figura 13).
Los sitios lox-P, se conforman de dos secuencias pequefias de 34 pb cada una, y forman
parte del sistema Cre-loxP, utilizado como herramienta en diversas areas como genética
y biologia celular. Este sistema permite controlar espacial y temporalmente la expresién
génica, de una forma simple (72). En nuestro caso, la eleccidén del gen e inserto en
cuestion se debid a que teniamos experiencia previa en la generacion de esta mutacion y

conociamos las eficiencias obtenidas mediante microinyeccion.
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Start (D) End (77)

5 CACTAGAAGATAGCCAGAGGATCT AGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGACATTCAGAAAA 3’
| L 1 L 1 L L 1 L 1 L 1 |

} t } 77

I y T t T y y T T T T T L |
3’ GTGATCTTCTATCGGTCTCCTAGA TCCACCGAGGTTAGTCGATGAGTCTGTAAGTCTTTT 5’

Figura 13- Secuencia perteneciente al intron 2 del gen CCAR2. La secuencia reconocida por el sgRNA se

encuentra en naranja y la secuencia PAM en marron.

Durante este ensayo, se utiliz6 el protocolo seleccionado como 6ptimo en los ensayos
anteriores. Los parametros de electroporacion utilizados fueron los siguientes: 10 pulsos
de 30V con 100ms de intervalo entre pulsos, y la adicion de proteina Cas9 a 250ng/ul y
SgRNA a 300ng/pl. Adicionalmente, se incluyé como molde para la RH, un ssODN a

600ng/ul, basandose en las concentraciones usadas por otros autores (39,51).

Todos los embriones pertenecientes a este ensayo fueron de la cepa B6D2F1/J. Una vez
electroporados y cultivados hasta blastocistos el ADN fue extraido y la region de interés
fue amplificada por PCR. Por ultimo, se analiz6 la presencia de mutaciones por

secuenciacion.

Los resultados de recuperacion y sobrevida embrionaria fueron similares a los obtenidos
en los otros ensayos de electroporacion efectuados en este proyecto (94,0 y 95,3%
respectivamente, Tabla 11). EI grupo control presentd un clivaje a dos células y un
desarrollo a blastocisto de 80,0% en ambos casos (Tabla 11). Para los embriones
electroporados, el clivaje promedio fue de 78,6% (Tabla 11, Anexo 4), y el desarrollo a
blastocisto promedio de 41,1% (Tabla 11, Anexo 4), cifras que no difieren
significativamente con los resultados hallados en los ensayos para KO en embriones de
la misma cepa (Tabla 7). Esto era de esperarse dado que la presencia de sSODN en la

mezcla de electroporacion no deberia de por si aumentar la toxicidad del proceso.
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Se obtuvo un porcentaje mutacional de 100% ya que, de los 15 embriones secuenciados,
todos presentaron secuencias mutantes (Tabla 11). De los mutantes observados, dos de
ellos mostraron mutaciones bialélicas que corren el marco de lectura (embriones 3y 10,
Tabla 12). Adicionalmente, 46,7% de los embriones contenian 3 secuencias (embriones
2,4,7,8,11, 12y 15, Tablas 11 y 12). No obstante, todos contenian 1 o 2 secuencias que
no variaban el marco de lectura de la proteina. Unicamente, 3 de los 15 embriones
mutantes presentaron mutaciones que no variaban el marco de lectura (embriones 1, 5y
13, Tabla 12). Oportunamente, 3 embriones presentaron la insercion del sitio loxP,

aunque en baja proporcion (1,0 o 2,0%, embriones 7, 15y 9, Tabla 12).

Mientras que este protocolo no consiguio la generacion de mutaciones de tipo Kl en una
alta eficiencia, demostré excelentes resultados para la generacion de KO. Es posible que
la falta de insercidn del molde sea debido a su imposibilidad de entrar a la célula por falta
de un tratamiento de los embriones con AT. Tro et al. obtuvieron una alta eficiencia de
insercion de un sitio de restriccion para la enzima Bsal en el gen Nphs2, utilizando
condiciones de electroporacion muy similares. Este protocolo se diferencid del utilizado
en este ensayo, unicamente por la utilizacion de 2 pulsos en vez de 10. Estos autores
presentaron eficiencias de insercidn de 50,0% y un porcentaje de desarrollo a blastocisto
menor al 44,0%, demostrando que el tratamiento de los embriones con AT no es necesario
para la generacion de inserciones pequefias (40). Mediante la técnica de microinyeccion
se obtuvo una eficiencia de generacion de Kl de 7,1%, por lo que no se recomendaria la

sustitucion de la técnica en este caso (datos no publicados).
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Tabla 11- Electroporacion de embriones murinos de la cepa C57BL/6, para la generacion Kl de un sitio lox-P en el gen CCAR2.

Condicion | Porcentaje de Porcentaje de | Porcentaje Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de | Porcentaje de
recuperacion sobrevida de clivaje a desarrollo a mutantes mosaicos embriones que
(embriones (embriones dos células blastocisto (mutantes/ (mosaicos/ presentan 3
recuperados/ vivos/ (embriones (blastocistos/e | embriones mutantes) secuencias
embriones embriones clivados/ mbriones analizados (embriones con 3
electroporados) | recuperados) | embriones Vivos) secuencias/

Vivos) mutantes)
3ms, sSIAT | 94,00 (188/200) 95,30 78,62 41,10 (89/179) | 100,00 (15/15) 0,00 (0/15) 46,67 (7/15)
(179/188) (140/179)
Control - - 80,00 80,00 (16/20) 0,00 (0/1) 0,00 (0/1) 0,00 (0/1)
(16/20)

Los parametros de electroporacién utilizados fueron los siguientes: 10 pulsos de 30V, de 3ms de duracién, con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones

de RNPs utilizadas fueron 250ng/pl de proteina Cas9, 300ng/pl de la sgRNA y 600ng/pl de ssODN.
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Tabla 12- Mutaciones en cigotos murinos obtenidas mediante la electroporacion de CRISPR-Cas9 en embriones de la cepa hibrida.

Embrion sgRNA PAM Mutacion
WT GAGGATCTTATAAACCCAGAGGTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC WT

1 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC WT (3,00%)

2 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG - CTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 1 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC WT (5,00%)

3 GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb

bialélica

4 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC WT (16,00%)

5 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG --------- CTCCAATCAGCTACTCAGAC del 9 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6 pb

6 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb

7 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTT GAAAATTCGAC ins loxP

(1,00%)

8 GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG - CTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 1 pb

9 GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTT GAAAATTCGAC
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ins loxP
(2,00%)
10 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG - CTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 1 pb
bilalélica
11 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 2 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG - - TAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 2 pb
12 GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNNNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 3 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 2 pb
13 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGGTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC WT (30,00%)
14 GAGGATCTTATAAACCCAGAGG ------ TGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 6pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG -------- GCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 8 pb
15 GAGGATCTTATAAACCCAGAGGNTCTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC ins 1 pb
GAGGATCTTATAAACCCAGAGG — CTAGGTGGCTCCAATCAGCTACTCAGAC del 1 pb
GAGGATCTT GAAAATTCGAC ins loxP
(2,00%)

Los pardmetros de electroporacion utilizados fueron los siguientes: 10 pulsos de 30V, de 3 ms de duracidn, con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones
de RNPs utilizadas fueron 250ng/pl de proteina Cas9, 300ng/pl de la sgRNA y 600 ng/pl de ssODN. Las secuencias target del sgRNA se representan en naranja y
aquellas cercanas a esta en azul, en bordeaux se demuestra la secuencia PAM, los nucle6tidos deletados se representan como guiones verdes y aquellos insertados como

Ns de color verde. La columna Mutacidn resume el genotipo encontrado para cada embrion.
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5. CONCLUSIONES

Durante esta tesis se efectud la puesta a punto de un protocolo para la generacion de
ratones genéticamente modificados mediante la electroporacion de CRISPR-Cas9 en

cigotos murinos, en un estadio de preimplantacional de una célula.

En primer lugar, se optimizd el tiempo de tratamiento con AT de los cigotos a
electroporar. Concluyendo que este era de 10 segundos con una solucion de AT casera.
Utilizando estas condiciones se pudo degradar un porcentaje de la ZP lo suficientemente
alto para permitir el ingreso de las RNPs, pero aun permitiendo la sobrevida y desarrollo

del embrion.

Ademas, se determino el protocolo éptimo para la generacion de embriones KO del gen
Clec4F, una lectina de tipo C, con capacidad de unién a carbohidratos expresada en
macrdéfagos hepaticos. Este se determind mediante ensayos de electroporacion
experimentando cuatro condiciones diferentes y evaluando la eficiencia del protocolo
tomando como parametros esenciales el desarrollo a blastocisto de los embriones y la
eficiencia de mutacion. Las condiciones Optimas seleccionadas fueron una
electroporacion de 10 pulsos de 30V, con una duraciéon de 3ms y un intervalo entre pulsos
de 100ms, y concentraciones de RNPs de 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de
SgRNA. Estas fueron determinadas con embriones de la cepa hibrida B6D2F1/J,
obteniéndose un desarrollo a blastocisto de 16,4% y uno de eficiencia de mutacion de
70,0%. Este ultimo porcentaje fue mayor al obtenido mediante la técnica de
microinyeccién (50,0%), indicando que la electroporacion podria reemplazar a la

microinyeccién al ser mas rapida, simple, eficiente y barata.
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Por otro lado, se probd que este protocolo puede ser usado para generar embriones KO
para el mismo gen en la cepa consanguinea C57BL/6J. Se obtuvo para esta cepa un
porcentaje de desarrollo a blastocisto de 6,5%, indicando que los embriones de la cepa
consanguinea fueron menos resistentes al protocolo de electroporacion que los hibridos,

y una eficiencia de mutacién de 85,7%.

Por altimo, se intentd generar con el protocolo seleccionado como éptimo, pequefias
inserciones en embriones de la cepa hibrida. Si bien no fue posible la generacion de un
KI de un sitio loxP en el gen CCAR2 con una alta eficiencia, se obtuvieron resultados de

desarrollo y eficiencia de mutacion de KO de 41,1% y 100,0% respectivamente.

La eficiencia de este protocolo puede variar segin otros parametros como la calidad de
los reactivos, sin embargo, para un mismo sgRNA, prob6 ser mas eficiente, méas

econdmica y mucho mas rapida que la microinyeccion.

5.1. PERSPECTIVAS

Culminado este proyecto, queda pendiente realizar un estudio mas exhaustivo de la
generacion de embriones KO en la cepa consanguinea C57BL/6J para determinar la
necesidad o no de modificar parametros de electroporacion que aumenten la sobrevida y
desarrollo de los embriones. Adicionalmente, seria interesante continuar con ensayos para
obtener pequefias inserciones, por ejemplo, sumando un tratamiento con AT que podria

aumentar la entrada del ssODN a las células.

Por otro lado, se observo una alta generacion de mutaciones bialélicas mediante la

generacion de embriones KO. Esto no fue el caso durante la microinyeccion de CRISPR-
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Cas9 para la generacion de ratones KO de los mismos genes. Seria interesante explorar

en un futuro si la electroporacion favorece este tipo de mutaciones y su mecanismo.

Finalmente, se deberd evaluar la capacidad de los embriones obtenidos de generar una
linea genéticamente modificada, mediante transferencia de los mismos a hembras

receptoras y la posterior evaluacion de la transmision de la mutacion.

La herramienta desarrollada representa un recurso novedoso, mas sencillo, rapido y
barato que la microinyeccion. Su utilizacion permitiria obtener de forma maés eficiente

modelos murinos modificados.
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7. COMUNICACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Como resultado de esta tesis se publicd un resumen y se presento un pdéster. EI material

se adjunta a continuacion.
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CRISPR-CAS9 MURINE ZYGOTE Y
ELECTROPORATION e s

Combining efficiency with animal reduction.

Elenter N., Mulet A P., Schlapp G., Meikle M N., Crispo M.
Transgenic and Experimental Animal Unit, Institut Pasteur de Montevideo Uruguay

INTRODUCTION The aim of this study was to tune
up the use of BTX-ECM-830
The classic protocol to deliver CRISPR-Cas9 electroporator with Imm cuvettes
reagents for genome editing still relies on to obtain CRISPR-Cas9 modified
microinjection into mammalian zygotes; a process mouse embryos, while reducing the

that ins laborious, costly, low throughput and
at remains laborious, costly, low throughput an number of female donors by using

with considerable technical barriers. Many
transgenic facilities have switched to the use of ultra-superovulation and in vitro

electroporation systems and devices that proved to fertilization.
be very efficient in replacing the microinjection.

B6D2F1/J oocytes obtained by ultra-superovulation (Takeo and Nakagata, 2015) were
in vitro fertilized using CARD Kkits.
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15th Transgenic Technology Meeting (TT2019)

CRISPR/Cas9 murine zygote electroporation: combining
efficiency improvement with animal reduction

Nicole Elenter, Paula Ana Mulet, Geraldine Schlapp, Maria
Meikle, Martina Crispo

Transgenic and Experimental Animal Unit, Institut Pasteur de
Montevideo, Uruguay

The aim was to tune-up the use of BTX-ECM-830 electroporator with
1 mm cuvettes to obtain CRISPR/Cas9 edited mouse embryos. Addi-
tionally, we managed to reduce the number of female’s embryo donors
using ultra-superovulation and in vitro fertilization.

B6D2F1/J oocytes obtained from ultra-superovulation (Takeo and
Nakagata, 2015) were in vitro fertilized using CARD kits. Three to
seven hours later, the embryo’s zona pellucida were partially degraded
with acid tyrode s solution (AT) or remained intact. Immediately, 45-50
embryos per condition were electroporated with 10 pulses of 30 V
during 1 or 3 ms with 100 ms interval between pulses. Embryos were
incubated in M16 (37 °C, 5% CO2) to blastocyst stage and DNA was
extracted for sequencing.

Overall, the embryo recovery rate ranged from 73.3 to 97.0% and
survival rate from 83.3 to 98.9%. Groups with 3 ms pulses presented
lower two-cell development, with and without AT treatment (10.9 and
21.1%, respectively), compared to groups electroporated with 1 ms
pulses (42.7 and 45.1%). Likewise, 3 ms pulses groups treated with or
without AT showed lower blastocyst development (1.8% and 10.5%,
respectively) than 1 ms groups (17.0% and 24.2%).

Critical electroporation parameters to achieve high embryo devel-
opment are pulse duration and pellucid zone integrity. DNA
modification analysis is required to determine efficiency rates.
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8. ANEXO

8.1.ANEXO 1

Tabla 13- Medidas efectuadas de la ZP en embriones murinos de la cepa B6D2F1/J, luego de ser

expuestos distintos tiempos de tratamiento con AT comercial.

Réplica | Duraciondel | Embrién Medida Promedio
tratamiento
1 0 1 24.59 24.59 24.59 24.59 24.59
1 0 2 29.76 23.29 25.88 25.88 26.20
1 0 3 24.59 25.88 23.29 22.00 24.59
1 0 4 28.47 23.29 23.29 25.88 24.15
1 0 5 22.00 24.59 24.59 25.88 24.26
1 0 6 28.47 28.27 25.88 28.27 27.72
1 0 7 28.47 25.88 28.47 27.17 27.50
1 0 8 29.76 24.59 28.49 25.88 28.04
1 0 9 25.88 24.59 25.88 23.29 24.91
2 0 10 24.59 24.59 23.29 25.88 24.59
2 0 1 9.18 8.23 7.92 7.92 8.31
2 0 12 8.87 9.18 7.92 9.82 9.29
2 0 13 7.60 6.97 7.28 8.23 7.52
2 0 14 7.60 8.55 8.23 7.92 8.07
2 0 15 9.50 7.92 8.23 7.92 8.39
2 0 16 8.55 8.23 6.65 8.87 8.55
2 0 17 7.92 8.55 7.60 7.60 7.91
2 0 18 7.92 7.28 7.28 7.60 7.52
2 0 19 8.55 7.28 7.92 7.92 7.92
2 0 20 7.92 7.60 8.55 8.23 8.07
1 15 1 25.88 21.998 25.88 23.292 24.26
1 15 2 28.468 27.174 25.88 24.586 26.53
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15 3 27.174 25.88 24.586 25.88 25.88
15 4 23.292 25.88 27.174 25.88 25.56
15 5 25.88 28.468 27.174 24.586 26.53
15 6 25.88 24.586 27.174 27.174 26.20
15 7 24.586 25.88 29.762 25.88 25.45
15 8 25.88 25.88 25.88 24.586 25.56
15 9 23.292 23.292 25.88 24.586 24.26
15 10 24.586 25.88 21.998 25.88 24.59
30 1 21.998 25.88 27.274 25.88 26.34
30 2 21.998 23.292 23.292 23.292 22.97
30 3 21.998 23.292 23.292 23.292 22.97
30 4 24.586 20.704 24.586 23.292 23.29
30 5 25.88 18.116 20.704 23.292 23.29
30 6 21.998 25.88 24.586 21.998 23.62
30 7 25.88 23.292 27.174 25.88 25.56
30 8 21.998 21.998 20.704 20.704 21.35
30 9 21.998 21.998 21.998 21.998 22.00
30 10 23.292 25.88 25.88 24.586 24.91
60 1 24.586 21.998 20.704 24.586 22.97
60 2 23.292 24.586 25.88 23.292 24.26
60 3 20.704 21.998 20.704 21.998 21.35
60 4 20.704 19.41 23.292 20.704 21.03
60 5 24.586 24.268 24.586 23.292 24.18
60 6 24.586 27.174 27.174 24.586 25.88
60 7 24.586 23.292 24.586 20.704 23.29
60 8 24.586 23.292 23.292 23.292 23.62
60 9 25.88 27.174 24.586 24.586 25.56
60 10 23.292 23.292 23.92 21.998 23.13
60 11 6.649 8.548 7.598 7.915 7.68
60 12 6.64 4.432 6.015 6.965 6.54
60 13 6.965 7.915 7.598 6.965 7.36
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60 14 6.332 6.965 6.015 5.699 6.25
60 15 6.015 5.669 6.332 6.015 6.01
60 16 6.015 6.649 6.332 6.332 6.33
60 17 6.332 6.015 6.015 6.332 6.17
60 18 6.332 5.699 6.332 6.015 6.09
60 19 6.015 6.332 6.332 6.332 6.25
60 20 6.332 6.015 6.332 6.649 6.33
90 1 23.292 23.292 19.410 25.880 24.15
90 2 23.292 25.880 28.468 23.292 24.15
90 3 20.704 23.292 23.292 20.704 22.00
90 4 20.704 23.292 21.998 24.586 22.65
90 5 23.292 24.586 20.704 28.486 22.86
90 6 21.998 23.292 25.88 21.998 23.29
90 7 23.292 21.998 24.58 21.998 22.43
90 8 23.292 23.292 21.998 21.998 22.65
90 9 21.998 20.704 20.704 20.704 21.03
90 10 23.292 21.998 25.88 24.586 23.29
90 11 5.382 6.015 5.066 5.066 5.38
90 12 6.965 7.598 7.598 7.282 7.36075
90 13 6.015 7.282 6.649 6.649 6.65
90 14 7.282 7.598 7.915 7.598 7.59825
90 15 5.699 6.015 6.015 6.332 6.02
90 16 5.382 6.332 7.598 5.699 5.80
90 17 6.015 5.669 6.332 6.965 6.25
90 18 6.332 5.669 6.015 6.649 6.17
90 19 6.015 6.015 6.649 7.598 6.57
90 20 5.669 6.332 6.015 6.649 6.17
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8.2.ANEXO 2

Tabla 14- Electroporacion de embriones murinos de la cepa hibrida BED2F1/J para la generacion KO del gen Clec4F.

Condicion | Grupo | Porcentaje de Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Porcentaje Porcentaje de | Porcentaje de
recuperacion sobrevida clivaje a dos desarrollo a blastocisto | de mutantes | mosaicos embriones que
(embriones (embriones células (blastocistos/embriones | (mutantes/ (mosaicos/ presentan 3
recuperados/ vivos/ (embriones Vivos) embriones mutantes) secuencias
embriones embriones clivados/ analizados (embriones con
electroporados) | recuperados) | embriones 3 secuencias/
Vivos) mutantes)
3ms, 1 95,05 (96/101) | 98,96 (95/96) | 78,95 (75/95) 43,16 (41/95) 36,84 (7/19) 0,00 (0/19) 10,53 (2/19)
c/AT
2 95,45 (63/66) | 95,24 (60/63) | 38,33 (23/60) 16,67 (10/60) 33,33 (3/9) 22,22 (2/9) 0,00 (0/9)
3 98,25 (56/57) | 94,96 (53/56) | 50,94 (27/53) 1,89 (1/53) 83,33 (5/6)* 0,00 (0/6) 0,00 (0/6)
1ms, 1 91,40 (85/93) | 89,41 (76/85) | 40,79 (31/76) 14,47 (11/76) 30,00 (3/10) 10,00 (1/10) 0,00 (0/10)
c/AT
2 97,00 (97/100) | 97,94 (95/97) | 44,21 (42/95) 18,95 (18/95) 70,00 (7/10) | 30,00 (3/10) 10,00 (1/10)
3ms, 1 97,00 (97/100) | 97,94 (95/97) | 21,05 (20/95) 10,53 (10/95) 70,00 (7/10) 0,00 (0/10) 30,00 (3/10)
SIAT
2 93,33 (56/60) | 96,43 (55/56) | 56,36 (31/55) 23,64 (13/55) 50,00 (7/14)* | 28,57 (4/14) 21,43 (3/14)
3 98,21 (55/56) | 92,73 (51/55) | 66,67 (34/51) 19,61 (10/51) 100,00 (9/9) 0,00 (0/9) 0,00 (0/9)
1ms, 1 94,44 (85/90) | 98,82 (84/85) | 91,67 (77/85) 50,00 (42/85) 11,76 (2/17) 5,88 (1/17) 0,00 (0/17)
SIAT
2 99,00 (99/100) | 98,99 (98/99) 5,10 (5/98) 2,05 (2/98) - - -
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Se mantuvieron constantes los siguientes parametros de electroporacién: 10 pulsos de 30V con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones de RNPs
utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA. Se varié la duracion del pulso (3 o0 1ms) y la adicién o no de un tratamiento de 10 segundos con

AT. *Se analiz6 el ADN de morulas y blastocistos.
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8.3.ANEXO 3

Tabla 15- Electroporacion de embriones murinos de la cepa hibrida BED2F1/J para la generacion KO del gen Clec4F.

Réplica | Porcentaje de Porcentaje de | Porcentaje de | Porcentaje de Porcentaje Porcentaje de | Porcentaje de
recuperacion sobrevida clivaje a dos desarrollo a blastocisto | de mutantes | mosaicos embriones que
(embriones (embriones células (blastocistos/embriones | (mutantes/ (mosaicos/ presentan 3
recuperados/ vivos/ (embriones Vivos) embriones mutantes) secuencias
embriones embriones clivados/ analizados (embriones con
electroporados) | recuperados) | embriones 3 secuencias/

Vivos) mutantes)
1 82,93 (34/41) | 64,71 (22/34) 0,00 (0/22) 0,00 (0/22) - - -
2 94,05 (79/84) | 88,61 (70/79) | 58,57 (41/70) 8,57 (6/70) 85,71 (6/7) 50,00 (3/6) 0,00 (0/6)

Se mantuvieron constantes los siguientes parametros de electroporacion: 10 pulsos de 30V con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones de RNPs

utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9 y 300ng/ul de la sgRNA. Se varié la duracién del pulso (3 0 1ms) y la adicién o no de un tratamiento de 10 segundos con

AT.
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8.4.ANEXO 4

Tabla 15- Electroporacion de embriones murinos de la cepa hibrida B6D2F1/J para la generacion del Kl de un sitio loxP.

Porcentaje de

Porcentaje de

Porcentaje de desarrollo a

- . sobrevida Porcentaje de clivaje a dos .
L recuperacion (embriones . . ) . . blastocisto
Réplica recuperados/ embriones (embriones vivos/ células (embriones clivados/ (blastocistos/embriones
embriones embriones vivos) .
electroporados) Vivos)

recuperados)

1 100,00 (50/50) 90,00 (45/50) 88,89 (40/45) 72,50 (29/40)

2 94,00 (47/50) 100,00 (47/47) 55,32 (26/47 23,08 (6/26)

3 92,00 (46/50) 96,65 (44/46) 79,55 (35/44) 50,00 (22/44)

4 90,00 (45/50) 95,56 (43/45) 90,70 (39/43) 37,20 (16/43)

Se mantuvieron constantes los siguientes parametros de electroporacion: 10 pulsos de 30V con un intervalo de 100ms entre pulsos. Las concentraciones de RNPs

utilizadas fueron 250ng/ul de proteina Cas9, 300ng/ul de la sgRNA y 600 ng/ul de sSODN.




