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Resumen

Desarrollo de un modelo in vitro de deficiencia
constitutiva de la enzima GALNS en células estromales
mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-
Cas9

La mucopolisacaridosis Tipo IVA o sindrome de Morquio es una enfermedad autosomica
recesiva causada por la deficiencia de la enzima N galactosamina -6- sulfatasa (GALNS),
necesaria para descomponer los glucosaminoglicanos (GAG) queratan sulfato (KS) y
condroitin sulfato (CS). La deficiencia enzimatica conlleva a la disfuncion lisosomal
especialmente en tejidos conectivos ricos en KS y CS como cartilago, cérnea y valvulas
cardiacas. Existe evidencia acumulada in vitro e in vivo que aborda los mecanismos
fisiopatologicos que determinan finalmente las manifestaciones clinicas en pacientes
afectados, especialmente en tejidos osteocondrales. Sin embargo, la dificultad en la
obtencion de tejidos 6seos y articulares de pacientes afectados ha limitado el estudio de
los efectos deletéreos tempranos de la deficiencia de GALNS en el componente estromal
mesenquimal. Especificamente es poco conocido el efecto de la pérdida de la de GALNS

el potencial proliferativo y de diferenciacién osteogénica de estas células.

Para este estudio se emplearon CEM de gelatina de Wharton (GW) de cordén umbilical,
las cuales han sido ampliamente estudiadas en el grupo de investigacion de la Unidad de
Terapias Avanzadas del IDCBIS, estas fueron editadas mediante el uso de CRISPR-
Cas9 para la generacién de células knock-out, y se determind compromiso en su
capacidad proliferativa, y de diferenciacion osteogénica asociada al porcentaje predicho

de edicién génica.

Palabras clave: células estromales mesenquimales, Proteina 9 asociada a CRISPR,

edicion génica, mucopolisacaridosis tipo IV A, enfermedad de Morquio.



Abstract

Development of an in vitro model of the GALNS enzyme
deficiency in human mesenchymal stromal cells using
the CRISPR/Cas9 system

Mucopolysaccharidoses type IVA or Morquio's disease is a pathology with a recessive
inheritance pattern due to the deficiency of the N-galactosamine-6-sulfatase enzyme
(GALNS), required for the metabolism of the glycosaminoglycans (GAG) Keratan sulfate
(KS) and Chondroitin Sulfate (CS). The enzyme deficiency leads to lysosomal dysfunction

that affects primarily CS and KS rich tissues like cartilage, cornea, and heart valves.

There is increasing in vivo and in vitro evidence that describes the physio pathological
mechanisms that lead to the clinical presentation in these patients especially in
osteochondral tissues. However, it is difficult to obtain biopsy samples of bone and
articular cartilage from these patients, and this limits the study of the early pathological

signs due to GALNS deficiency in mesenchymal stromal cells (MSC).

For this study MSCs from Wharton jelly were used, these cells have been broadly studied
in the Advanced Therapies Unit Group at IDCBIS, these cells were edited using CRISP-
Cas9 to generate a knockout for the GALNS gene, and a negative effect in proliferation
and differentiation was found in association of the predicted gene editing percentage of

the cellular pool.

Keywords: mesenchymal stromal cells, CRISPR-Associated Protein 9, gene edition,

mucopolysaccharidoses type VI A, Morquio’s disease
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Introduccion

La mucopolisacaridosis tipo IV A es una enfermedad de depdésito lisosomal con un patron de
herencia autosbmica recesiva, debida a variantes patogénicas en el gen de la enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS) que cataliza la degradacion sucesiva de los

mucopolisacaridos condroitin-sulfato (CS) y Keratan sulfato (KS). *

A nivel mundial, la prevalencia al nacer es de 1:250.000 recién nacidos vivos, pero en
Colombia se estima en 1:68.000 recién nacidos vivos, siendo uno de los paises con mayor
incidencia de la enfermedad en comparacién con las demas mucopolisacaridosis 2. Esta
enfermedad se asocia a un fenotipo de displasia esquelética caracterizado por disostosis
multiple, baja talla desproporcionada, deformidades esqueléticas como genu valgum,
cifoescoliosis, desviacion cubital de la mufieca, pectus carinatum, hipermovilidad articular,
opacidades corneales, insuficiencia valvular e hipoacusia, sin compromiso de la funcién

cognitiva, dadas por la acumulacién de KS y C6S. 3

El diagnéstico se realiza mediante la sospecha clinica, el estudio preliminar bioquimico que
evidencia la excrecion aumentada de keratan sulfato en orina, el estudio de la actividad
enzimatica en cultivos de fibroblastos obtenidos de los pacientes afectados siendo este el gold

standard y la confirmacién molecular de variantes patogénicas bialélicas en el gen GALNS.

En la actualidad la terapia consiste en la administracion de la terapia de reemplazo enzimético
desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la
administracion bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (rhGALNS) y el manejo

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y éseas de la enfermedad.*



Marco tedrico 15

Hoy en dia se dispone de un modelo animal de enfermedad de Morquio A el cual no cuenta
con las caracteristicas 6seas macroscoépicas de la enfermedad por lo que se considera un
modelo insuficiente a la hora de estudiar nuevas terapias en desarrollo con el fin de

determinar el impacto a nivel musculoesquelético de nuevos compuestos®.

Segun el contexto mostrado previamente, el objetivo de esta propuesta de investigacion
consiste en desarrollar un modelo in vitro de la enfermedad de Morquio tipo A con el fin de
determinar el impacto que tiene la deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en el fenotipo
de las células estromales mesenquimales, y su capacidad de diferenciacion hacia el linaje

osteogénico.

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se realizara mutagénesis bialélica dirigida
del gen GALNS mediante el uso del sistema CRISPR- Cas9, se verificara la adecuada
mutagénesis mediante la realizacion de ensayo de doble hibrido, el impacto en la produccion
de la proteina, su funcién enzimatica y se analizara el impacto en diferenciacion hacia el linaje

osteogénico.
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1.Marco teodrico

1.1 Mucopolisacaridosis

Las mucopolisacaridosis son un grupo de enfermedades de origen genético, clasificadas
dentro de los errores innatos del metabolismo, que tienen en comuln la acumulaciéon de
productos intermedios de degradacién de los glucosaminoglicanos. Dichos productos de
desecho generan alteracién en la funcién lisosomal, conllevando a las alteraciones fenotipicas

propias de cada uno de los subtipos de la enfermedad.

1.1.1 Mucopolisacaridosis tipo IVA

e Historia

También denominada Enfermedad de Morquio tipo A, fue descrita de forma simultanea e
independiente por el pediatra uruguayo Luis Morquio ¢ y el radidlogo britAnico James
Brailsford en 1929 7 quienes realizaron la descripcion de dos familias afectadas por una
enfermedad con patrén de herencia autosémica recesiva. Posteriormente en 1962 Pedrini y
colaboradores reportaron la excrecion de Keratan Sulfato (KS) en orina de 3 pacientes
afectados por la entonces denominada enfermedad de Morquio-Ullrich (hoy sindrome de
Morquio) diferenciandola bioquimicamente de la enfermedad de Hurler®. En 1971 y 1982 se
reportan los primeros fenotipos intermedios mostrando la variabilidad fenotipica de la
enfermedad. ° Estos hallazgos llevaron en al grupo de Matalén et al. a la descripciéon de la
actividad enzimatica deficiente usando cultivos de fibroblastos de pacientes afectados con la
enfermedad en 1974 y subsecuente purificacion en 1987 y clonacién en 1991. Para el afio
2003 la estructura de la proteina, y mas de 30 variantes patogénicas ya se encontraban
identificadas, lo que lleva a que en 2003 Tomatsu et al. generen el primer modelo de la
enfermedad el cual es un ratdén transgénico homocigoto para una delecion del exén 2, que
lleva a la excrecion elevada de glucosaminoglicanos con acumulacion de estos en tejidos,
pero sin compromiso esquelético macroscépico evidente.

e Presentacion Clinica
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Esta enfermedad se describe como una displasia espondilo-epifisiaria. Los pacientes se
encuentran en un espectro un fenotipico desde leve (Enfermedad de Perthes aislada)'! hasta
el mas severo que se caracteriza por disostosis mdultiple, talla baja desproporcionada,
deformidades esqueléticas como genu valgum, cifoescoliosis, desviacion cubital de la
mufieca, pectus carinatum, hipermovilidad articular, opacidades corneales, insuficiencia
valvular, compromiso pulmonar, hepatomegalia, facies infiltrativas (leve, comparada con otras
MPS) e hipoacusia, sin compromiso de la funcién cognitiva®. La mayoria de los pacientes
afectados presentan un fenotipo usual al nacer con talla baja posnatal y las alteraciones
previamente descritas.
e Diagnésticos diferenciales

La enfermedad de Morquio tipo B, causada por variantes patogénicas bialélicas en el gen
GLB1 es el diagnéstico diferencial mas importante de MPSIVA al ser una fenocopia del
mismo. De los pacientes con caracteristicas clinicas de MPSIV, se estima que el 95%
corresponden al tipo A y 5%, al B. Otros trastornos a ser considerados son: MPSI, MPSII,
MPS Ill, MPSVI, Sindrome de Dyggve-Melchior-Clausen, entre otros.

La importancia del adecuado diagnéstico radica en el prondstico cognitivo, la capacidad de

acceder a terapia especifica y el asesoramiento genético a los padres.

e Tratamiento
En la actualidad la terapia consiste en la administracion de la terapia de reemplazo enziméatico
desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la
administracion bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (thGALNS) y el manejo

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y 6seas de la enfermedad.

1.1.2 Epidemiologia

A nivel mundial se estima que las mucopolisacaridosis afecta a 1:250000 nacidos vivos (NV),
con prevalencias al nacer tan bajas como en Taiwan que registra 0.33 por cada 100000 NV*2
o tan alta como la reportada en Paises Bajos con 4.5:100000 NV 13, En Colombia hay pocos
estudios que revelen la distribucion de esta patologia en el pais, pero segin un reporte de
2014, se estima la prevalencia en 0.68:100.000 NV para la enfermedad de Morquio tipo A lo

gue la haria la méas prevalente de este grupo de enfermedades. ? Adicionalmente en el



18 Desarrollo de un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células
estromales mesenguimales humanas mediante el uso de CRISPR-Cas9
contexto colombiano hay descripciones de esculturas precolombinas con alteraciones
fenotipicas similares a la patologia, lo que sugiere la presencia de individuos afectados por
MPSIV desde la época prehispanical®. Actualmente hay descritas mas de 378 variantes
patogénicas asociadas al desarrollo de la enfermedad,*® siendo la variante p.Gly301Cys la de
mayor prevalencia reportada en el pais. 16
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1.1.3 Glucosaminoglicanos

Los glucosaminoglicanos son polimeros lineales de disacéaridos Unicos a animales y bacterias.
Su base contiene N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina y otro grupo sacarido que les
confiere caracteristicas funcionales propias del tejido donde se encuentran. Los grupos que
los componen les confieren una carga neta negativa, lo que las lleva a adquirir una disposicién

lineal con el fin de minimizar la repulsién de los grupos con carga.*®
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1.1.3.1Condroitin Sulfato

Es un polimero compuesto por 4cido glucurdnico y N-acetilgalactosamina con una adicién de
grupos sulfato a la estructura quimica del azucar.

Se clasificaen 4 tipos: A,C,DYyE

e Tipo A: sulfatado en t O-4 de GalNAc,

e Tipo B: Nombre previo al ahora denominado Dermatan sulfato

e Tipo C: sulfatado en O-6 del grupo GalNAc

e Tipo D: sulfatado en la posicion 6 del grupo GalNAc y en el carbono 2 del grupo GIcA

e Tipo E: Sulfatado en carbonos 4 y 6 de GalNAc.

.
Este polisacarido se encuentra ligado a proteinas en la membrana y matriz extracelular, en su
mayoria en forma de Agreccan y su funcién es la de conferir elasticidad y resistencia a la

tension a cartilago y tendén.?°

1.1.3.2 Keratan Sulfato

Es un polimero de disacéridos lineales cuya unidad basica es lactosamina (unién de galactosa
y N-acetilgalactosamina - 3GalB1l-4GIcNAcBl), este glucosaminoglicano se encuentra
habitualmente sulfatado en posicién C6 y en forma de proteoglicano en la matriz extracelular y

en la membrana basal y celular. Se clasifica en 3 tipos?22;

a) Tipo |: Se encuentra principalmente en cérnea contiene la union de N-
acetilgalactosamina N-ligado a residuos asparagina

b) Tipo II: Aislado de cartilago: contiene la uniéon de N-acetilgalactosamina O-ligado a
residuos serina/treonina.

c) Tipo lll: O denominado KS cerebral: contiene la unién de manosa O-ligada a residuos

serina/ treonina.

Su funcién biolégica se ha asociado a la hidratacion celular por aumento de la presiéon
oncética que genera y actia como buffer al encontrarse parcialmente hidratado, lo que
permite un control hidrico dindmico en este tejido, y su acumulacién se asocia a la aparicion
de opacidades corneales en pacientes con Enfermedad de Morquio tipo A.?®> También esta

presente en cartilago y hueso.
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1.1.4 GALNS

El gen de la galactosamina N-6-sulfatasa (GALNS) se encuentra ubicado en 16g24.3, tiene
43237pb, comprende 14 exones, se traduce en un mMRNA de 1566 nucleétidos y codifica para
una enzima de 522 aminoacidos cuya estructura cuaternaria esta organizada de forma
homodimérica por 2 subunidades de 60kDa, a su vez compuesta por polipéptidos de 40 kDa y
19 kDa 4.

Esta enzima tiene actividad sulfatasa y realiza la remocién del grupo 6-sulfato de las unidades
N-acetil-galactosamina del condroitin y de las D-galactosa del Keratan sulfato en la via de

degradacion de los glicosaminoglicanos.
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llustracién 2: Via de degradacion de los glucosaminoglicanos.
Tomado de KEGG PATHWAY Database®

Ejerce su funcion catalitica mediante un sitio activo de 11 aminoacidos criticos para la
formacion de un bolsillo catalitico en su region N-terminal (“Asp 39, Asp 40, Arg 83, Tyr 108,
Lys 140, His 142, His 236, Asp 288, Asn 289, Lys 310, y DHA 79"%%). A este bolsillo se une

una molécula de calcio la cual es mostrada en llustracion 3.
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llustracion 3: Estructura cuaternaria de la enzima GALNS homodimérica.

Realizada con UCSF Chimera.?” en base a la secuencia depositada en PDB ID: 4FDJ

1.1.5 Fisiopatologia

La acumulacién de CS y KS en cartilago epifisiario y articular genera las manifestaciones
esqueléticas clasicas de la patologia, la mayoria de estas son irreversibles. Histolégicamente
se observa vacuolacién y apoptosis de los condrocitos, descritas tan temprano como las 20
semanas de gestacion 28, Adicionalmente en la histologia se puede apreciar pobre
organizacion de las capas superficial y profunda del cartilago articular, aumento del tamafio de
los condrocitos en relacién a la acumulacién intracelular de proteoglicanos, disminucion en la
cantidad de colageno tipo Il 2 y disminucién de la elasticidad de las paredes de las cAmaras
cardiacas y engrosamiento valvular por depésito de CS, el cual esta abundantemente

expresado en estos tejidos.?°

1.1.6 Modelos animales

En 2003 Tomatsu et al. Desarrollaron un modelo animal de la enfermedad de Morquio a partir
de rayones C57BL transgénicos, los cuales presentaron minima actividad enzimatica de
GALNS por delecion de parte del intron 1 y del exén 2, evidenciando hallazgos histolégicos
similares a los encontrados en pacientes afectados por MPS IVa pero sin el compromiso

esquelético caracteristico de la patologia ®
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1.2 Células estromales mesenquimales

1.2.1 Definicioén

Las células estromales mesenquimales (CEM) son un grupo heterogéneo de células
multipotenciales que se caracterizan por sus propiedades de: 1. Adherencia al plastico,
capacidad de diferenciacion a linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico y 3. Su
positividad para marcadores de superficie: CD105, CD73 y CD90, en mas del 95% de las
células y negativas para marcadores hematopoyéticos: CD11b/CD14, CD34, CDA45,
CD79a/CD19 y HLA clase II. *°

1.2.2 Origen y obtencion

Las CEM se pueden obtener de varios tejidos como tejido adiposo, médula 6sea, pulpa dental,
amnios, placenta y cordén umbilical, estos Ultimos poseen la ventaja de no requerir
procedimientos invasivos para su obtencion, facil manipulacion y potencial de

autorrenovacion.

Positividad de marcadores de ﬁ Y %
superficie J:

Adherencia al plastico CD105, CD73 y CDIO, en mds del
> 95% de las células

e \\ / Negatividad para marcadores H

P

h 1 &t
Hacia linajes osteogénico, ematopoyéticos

adipoganicoy condi o CD11B/CD14, CD34, CD4S,
ipogenico y.conarogenics CD79a/CD19 y HLA clase Il

| § BT Fuentes
o X Placenta, corddn umbilical,
0 | r}l’,,‘ médula ésea, dermis, tejido

¥ adipaso, endometrio entre otros

llustracion 4: Caracteristicas de las células estromales mesenquimales

Realizado con Biorender

1.2.3 Importancia clinica

Una de las caracteristicas principales de las CEM es que no expresan moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad clase II, por lo que no son reconocidas por células T CD4+3, y
presentan bajas cantidades de MCH clase | lo que podria hacerlas vulnerables a la accion de

las células Natural killer (NK), 32, esto les confiere caracteristicas de hipo inmunogenicidad.
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Se disponen mas de 1048 registros de ensayos clinicos % que emplean CEM como terapia
para el tratamiento de patologias como la enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, fibrosis

pulmonar entre otras.

1.3 CRISPR-Cas9

1.3.1 Historia

El sistema CRISPR/Cas9 fue descrito inicialmente como un sistema de defensa bacteriano
ante la infeccién por bacteriéfagos, sus primeros componentes fueron observados por Ishino y
colaboradores, quienes en 1987 describieron la funcién de la secuencia iap en la formacién
de isoenzimas de fosfatasa alcalina 3*, durante este estudio presentaron dificultades
metodolégicas en la caracterizacibn de secciones corriente arriba del gen debidas a
secuencias palindromicas que generaban auto complementariedad de estas, dificultando su
analisis. Posteriormente en el 2000, Mojica et al. reconocen nuevamente la secuencia de
CRISPR en varios grupos bacterianos bajo la hipo6tesis de su rol como reguladores de
expresion génica en arqueobacterias *°. En 2002 Jansen y colaboradores acufian el término
CRISPR para definir el locus asociado a las repeticiones palindromicas y nuevamente Mojica
y colaboradores en 2005 realizan aportes en la descripcion del sistema encontrando
secuencias similares en virus bacteriéfagos, determinando asi su rol en sistemas de defensas

bacterianos contra infecciones virales.

En 2007 Barrangou et al. realizaron la confirmacion in vitro de la funcién del locus de CRISPR
en las bacterias S. thermophius mediante la induccién de resistencia utilizando retos virales
con bacteri6fagos. 3 y en 2012 de forma simultanea los grupos de Jennifer Doudna, Michelle
Carpentier y Virginijus Siksnys confirmaron in vitro la funcion endonucleasa de la proteina 9
asociada a CRISPR (Cas9) en bacterias ** haciendo merecedoras a Doudna y Carpentier
del premio nobel Quimica en el afio 2020.

1.3.2 Funcion

En bacterias, CRISPR/Cas9 funciona como un sistema de defensa adaptativo, que, tras una
primoinfeccién por virus bacteri6fagos, genera secuencias espaciadoras en el locus de
CRISPR, estas secuencias son especificas del virus y se trascriben de forma policistrénica
tras nuevas infecciones por los virus, con lo cual las secuencias de ARN se ensamblan junto

con la proteina Cas9 en un complejo ribonucleoprotéico, que genera la escision del ADN
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extrafio complementario. Esta proteina tiene actividad endonucleasa conferida por dominio
HNH y RuvC que le permiten realizar cortes de doble hebra en regiones de homologia con el
sgARN que cuente con una secuencia de nucleétidos especifica llamada secuencia PAM
(Motivo adyacente al proto espaciador), lo que le permite a la endonucleasa cortar el ADN
viral y no el locus de CRISPR gue se encuentra en el genoma bacteriano.*
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~ YA\ S, Bacterial resistance
to the virus

llustracién 5: Sistema de defensa CRISPR/Cas9 en bacterias
Tomado de: #°




2.Planteamiento del problema

En estudio y desarrollo de potenciales tratamientos en el contexto de enfermedades de muy
baja frecuencia, o enfermedades huérfanas como es el caso del Sindrome de Morquio ha
dependido del estudio del genotipo y su impacto en el fenotipo y el desarrollo de la
enfermedad en individuos afectados. Con suerte, se han desarrollado ademas modelos in vitro
basados en el uso de componentes celulares aislados de los mismos individuos, con las
implicaciones éticas y dificultades para el acceso a estos recursos de investigacion.
Alternativamente, como se menciond anteriormente, se han desarrollado modelos murinos de
la mutacién, con poco éxito al reproducir la fisiopatologia de la enfermedad. La generacion de
modelos experimentales de la enfermedad de Morquio, mas reproducibles, homogéneos y
técnicamente factibles son criticos no solo para entender el componente celular y molecular
subyacente al fenébmeno patoldgico, sino ademas porque representan una oportunidad para la
investigacion y el desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas para ofrecer a los
pacientes y familias afectadas.

En este estudio se pretende aprovechar dos tecnologias biotecnolégicas que actualmente
desarrolla la Unidad de Terapias Avanzadas del Instituto Distrital de Ciencia Biotecnologia e
Innovacion en Salud (IDCBIS): la generacion de estrategias terapéuticas basadas en la
produccion farmacéutica de Células Estromales Mesenquimales y le implementacion de
técnicas de mutagénesis basadas en el uso del sistema CRISPR-Cas9. Basados en la
combinacion de estas dos metodologias, se quiere implementar un modelo experimental
altamente reproducible de deficiencia constitutiva del gen GALNS, en un tipo celular estromal
que al estar derivado de la linea mesenquimal, puede recapitular la fisiologia celular y
molecular de la diferenciacion osteogénica y que se encuentra severamente afectada en el

fenotipo observado en la Sindrome de Morquio.

Implementar un modelo experimental con componentes humanos, altamente reproducible y
costo-efectivo de deficiencia constitutiva de GALNS en células mesenquimales, permitira
generar una herramienta de investigacion y desarrollo orientada no solo a entender mejor los
cambios fisiolégicos y patoldgicos de la mucopolisacaridosis, sino adicionalmente permitira

estudiar nuevas opciones terapéuticas para reducir el impacto de la enfermedad.



2.1 Objetivo general

Generar un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células

estromales mesenquimales humanas mediada por CRISPR-Cas9

2.2 Objetivos especificos

« Disefiar un mecanismo de edicién génica para el knock-out del gen GALNS en células

estromales mesenquimales mediante el uso de CRISPR-Cas9

* Inducir mutagénesis en células estromales mesenquimales mediante el uso de
CRISPR/Cas9

« Determinar la tasa de mutagénesis generada en células estromales mesenquimales y el

impacto en la sintesis proteica y la actividad enzimatica de GALNS.

« Determinar el impacto de la deficiencia de la enzima GALNS en proliferacién celular y

diferenciacién a linaje osteogénico en células estromales mesenquimales.



3.Justificacion

La mucopolisacaridosis tipo IV A es una enfermedad de depdésito lisosomal con un patrén de
herencia autosémica recesiva, debida a mutaciones en el gen de la N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa (GALNS) que cataliza la degradacion sucesiva de los mucopolisacéridos condroitin-
6-sulfato (C6S) y keratan sulfato (KS). ?

A nivel mundial afecta a 1:25.000 nacidos vivos, pero en Colombia la incidencia se estima en
1:68.000 recién nacidos vivos, siendo uno de los paises con mayor incidencia de la
enfermedad en comparacién con las demas mucopolisacaridosis 2. Esta enfermedad se
asocia a un fenotipo de displasia esquelética caracterizado por disostosis multiple, baja talla
desproporcionada, deformidades esqueléticas como genu valgum, cifoescoliosis, desviacion
cubital de la mufieca, pectus carinatum, hipermovilidad articular, opacidades corneales,
insuficiencia valvular e hipoacusia, sin compromiso de la funcién cognitiva, dadas por la

acumulacion de KS y C68S. 3

El diagnéstico se realiza mediante la sospecha clinica, el estudio preliminar bioquimico que
evidencia la excrecibn aumentada de KS en orina, el estudio de la actividad enzimatica en
cultivos de fibroblastos obtenidos de los pacientes afectados siendo este el gold standard y la

confirmacion molecular de variantes patogénicas bialélicas en el gen GALNS.

En la actualidad la terapia consiste en la administracion de la terapia de reemplazo enzimatico
desarrollada por BioMarin y aprobada por la FDA para su uso en 2014, mediante la
administracion bisemanal de 2mg/kg/dosis de la enzima recombinante (rhGALNS) y el manejo

de las complicaciones cardiovasculares, pulmonares y éseas de la enfermedad.*

Hoy en dia solo se dispone de un modelo animal de enfermedad de Morquio A el cual no
cuenta con las caracteristicas 6seas macroscopicas de la enfermedad por lo que no es un
modelo confiable a la hora de estudiar nuevas terapias en desarrollo con el fin de determinar

el impacto a nivel musculoesquelético de nuevos compuestos®.

Segun el contexto mostrado previamente, el objetivo de esta propuesta de investigacion

consiste en desarrollar un modelo in vitro de la enfermedad de Morquio tipo A con el fin de
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determinar el impacto que tiene la deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en el fenotipo
de las células estromales mesenquimales, y su capacidad de diferenciacion hacia los linajes
condrogénico y osteogénico.

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos se realizard mutagénesis bialélica dirigida
del gen GALNS mediante el uso del sistema CRISPR- Cas9, se verificara la adecuada
mutagénesis mediante la realizacion de ensayo de doble hibrido, el impacto en la produccién
de la enzima mediante inmunoblot y se analizara el impacto en diferenciacién hacia linajes

condrogénicos y osteogénicos de estas células.
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4. Métodos

4.1 Vector plasmidico

Se selecciond el plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 de Addgene desarrollado
por Feng Zhang (Addgene plasmid # 62988; http://n2t.net/addgene:62988 ;
RRID:Addgene_62988). %'. Este vector estd compuesto por 9174 pares de bases,
contiene el promotor U6 de expresion para le SJARN y de CAG para el gen de la proteina
Cas9 que se transcribe de forma policistronica con el gen de resistencia a Puromicina
para seleccion de células de origen mamifero. Adicionalmente (no mostrado en la
imagen) Cas9 contiene una sefial 3XFLAG que permitird evaluar la expresion de la

proteina mediante citometria de flujo.
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4.2 Seleccion de gARN

Se realiz6 la busqueda de las guias de ARN (gARN) en la base de datos CHOPCHOP
(version 3) disponible en https://chopchop.cbu.uib.no/about #? la cual permite la seleccién

de objetivos para la realizacidon de mutagénesis dirigida, seleccionando inicialmente 5
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guias contra 5 exones diferentes con la mayor eficiencia, selectividad y menor reporte de
off target, estos se muestran en la Tabla 1 y se denominaron gRNA-A a gRNA-E para su
posterior diferenciacion y un gARN control el cual no presenta sitios de homologia en el
genoma humano. Los resultados de eficiencia fueron confirmados en la base de datos

del software Benchling al igual que la probabilidad de unién a off-targets.

Cabe resaltar que, aunque se encuentran en el repositorio guias con mayores eficiencias,
estas fueron seleccionadas de acuerdo a su posicion en la proteina, como fue expuesto
previamente, GALNS contiene 11 aminocidos criticos para la formacion de un bolsillo
catalitico en su regién N-terminal (“Asp 39, Asp 40, Arg 83, Tyr 108, Lys 140, His 142, His
236, Asp 288, Asn 289, Lys 310, y DHA 79"%%) este proceso de pre-seleccion se realizd
con el fin de incrementar la probabilidad de generar variantes patogénicas que indujeran

un alteraciones criticas en el funcionamiento de la enzima.
Particularmente:

e gARN-A
Tiene una eficiencia del 50% y su sitio de corte se encuentra en la porcion final del primer

exoén, por lo cual es una guia con un objetivo en los primeros aminoacidos de la proteina.

GTCCAGGCCCCGCCCCGCAGCCCAGCCGGAAGGGCCGGCGGACGCTCGCTAGGTCGGCTCGCTGGCCEEGGCTCCGCGECTCCCGTGGTTGCCATGGCGGCGETTGT

CAGGTCCGGGGCGGGGCGTCGGGTCGGCCTTCCCGGCCGCCTGCGAGCGAT CCAGCCGAGCGACCGGCCCCGAGGCGCCGAGGGCACCAACGGTACCGCCGCCAACA
2 4

M A ANV

GALNS-001 Exon 1
GALNS

CGCGGCGACGAGGTGGTGGCAGCTGTTGCTGBTGC TCAGCGCCGCGGGGATGGGGGCCTCGGGCGCCCCGCAGCCCCCCAACATCCTGCTCCTGCTCATGGACGACG
GCGCCGCTGCTCCACCACCGTCGACAACGACCACGAGTCGCGGCGCCCCTACCCCCGGAGCCCGLGGGGCGTCGGGGGGT TGTAGGACGAGGACGAGTACCTGCTGC

GTTGTAGGACGAGGACGAGT

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
AVADT IRBW W Q IEERENNEED S A A'G M GJA'S 6 IAVP Q P P N IENENISNENED ¢ 1NN

GALNS-001 Exon 1
GALNS

. gARN-B
Tiene una eficiencia del 75%, se une 6pb posterior al inicio del exén 4 y es la guia de
mayor eficiencia cercana al codon que codifica para Tyr108, que es un aminoacido

importante en la generacion del bolsillo catalitico.
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ACGCGCAGCCCCCAGGCACAGCCTTTGACCCCGAGGGGCCAGTGTCCTGTTAGGATGTGTGGACGCAGCCCCCAGTGTCCTGTTAGGATGGGGTTGGTGGCAGCTTC
TGCGCGTCGGGGGTCCGTGTCGGAAACTGGGGCTCCCCGGTCACAGGACAATCCTACACACCTGCGTCGGGGGTCACAGGACAATCCTACCCCAACCACCGTCGAAG

T I T T T
15,740 15,760 15,780 15,800 15,820

TCGGGGTCTCCTCGGGGCTCACCCAGCGCTGCTCTTCCAGCCTACACACCGCAGGAGATTGTGGGCGGCATCCCAGACTCGGAGCAGCTCCTGCCGGAGCTTCTGAA

AGCCCCAGAGGAGCCCCGAGTGGGTCGCGACGAGAAGGTCGGATGTGTGGCGTCCTCTAACACCCGCCGTAGGGTCTGAGCCTCGTCGAGGACGGCCTCGAAGACTT
108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128
ARDT P o EENENDG c MO DS JEo D P

15,840 15,860 15,880 15,900 15,920 15,940

GAAGGCCGGCTACGTCAGCAAGATTGTCGGCAAGTGGTAAGT CTCCTGGCCACGCCTGCCCAGGCGTCCTGCTCCATCCACTTCCTGGCCTTGGTTCCAAGGGACAT
CTTCCGGCCGATGCAGTCGTTCTAACAGCCGTTCACCATTCAGAGGACCGGTGCGGACGGGTCCGCAGGACGAGGTAGGTGAAGGACCGGAACCAAGGTTCCCTGTA

130 132134 136 138 140
NEV) s KETRND

T T T
15,960 15,980 16,000 16,020 16,040

gARN-C

Tiene una eficiencia del 62%, Se une a la region final del exén 5.

TCC CCCACGTGGGGTCCCTGAA CTGGGTTCCTGTTTCCAGGCATCTGGGTCACAGGCCCCAGTTCCACCCCCTGAAGCACGGATTTGATGAGTGG

AGGCTCACAGGGGTGCACCCCAGGGACT TCACAGGACCCAAGGACAAAGGTCCGTAGACCCAGTGTCCGGGGTCAAGGTGGGGGACT TCGTGCCTAAACTACTCACC
142 144 146 148 150 152 154 156 158
THIEDG HIRIP 3 G

C GALNS-001 Exon 5

19,160 19,180 19,200 19,220 19,240 19,260

TTTGGATCCCCCAACTGCCACTTTGGACCTTATGACAACAAGGCCAGGCCCAACATCCCTGTGTACAGGGACTGGGAGATGGT TGGCAGGTAATGGAGCCCCACCCC
AAACCTAGGGGGT TGACGGTGAAACCTGGAATACTGTTGTTCCGGTCCGGGT TGTAGGGACACATGTCCCTGACCCTCTACCAACCGTCCATTACCTCGGGGTGGGG

ATGTCCCTGACCCTCTA

160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 _ 188
G C HIEG P WNDON KA RIP N IO P VINNRIDIW EDH WOG R
b0 GALNS-001 Exon 5 >
‘
19,280 19,300 19,320 19,340 19,360

gARN-D

Eficiencia del 63%, y la de mayor eficiencia con union flanqueante a His236 en el exon 7.
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TCGGLCTGAGGLTGGAGGACGACGGTGTGGELTCTCTCCATAGGAAGLCCTGGACT TCAT TAAGAGACAGGCACGGLACCACCCCT TTTTCCTCTACTGLGLTGTCGA
AGCCGGACTCCGACCTCCTGCTGCCACACCGAGAGAGGTATCCTTCGGGACCTGAAGTAATTCTCTGTCCGTGCCGTGGTGGGGAAAAAGGAGATGACCCGACAGCT
GATGACCCGACAGCT

212 214 216 218 220 222 224 226 228 230 232
ED A IENDNEETNKERDQ A RPH H P EEENERNDW A NED

GALNS-001 Exon 7
GALNS

21,100 21,120 21,140 21,160 21,180

CGCCACGCACGCACCCGTCTATGCCTCCAAACCCTTCTTGGGCACCAGTCAGCGAGGGCGGTGAGTCCTGGCTCCATGGAGCATAGACCTCGCTGGAGGCCCCAGCT
GCGGTGCGTGCGTGGGCAGATACGGAGGTTTGGGAAGAACCCGTGGTCAGTCGCTCCCGCCACTCAGGACCGAGGTACCTCGTATCTGGAGCGACCTCCGGGGTCGA

GCGGT

234 236 238 240 242 244 246 248 250 252
AT HAPNEAG sEr EEEG T s QR R

GALNS-001 Exon 7
GALNS

21,200 21,220 21,240 21,260 21,280

o gARN-E
Eficiencia del 68% vy sitio predicho de corte en el sitio donador de splicing en el exén 8.

21,520 21,540 21,560 21,580 21,600

geaggtatggagacgccGTCCGGGAGAT TGATGACAGCATTGGGAAGATACTGGAGCTCCTCCAAGACCTGCACGTCGCGGACAACACCTTCGTCTTCTTCACGTCG
cgtecatacctctgeggCAGGCCCTCTAACTACTGTCGTAACCCTTCTATGACCTCGAGGAGGTTCTGGACGTGCAGCGCCTGTTGTGGAAGCAGAAGAAGTGCAGC

CGTCCATACCTCTGCGGCAG

254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 286
i c IS A NEREENTNDEDD s 71 ¢ XETNEIENENED NS H MhA TN v HNVEIENED v S

GALNS-001 Exon 8
GALNS

21,620 21,640 21,660 21,680 21,700 21,720

Después de su seleccion se realiz6 la adicion de la secuencia 5"CACCG corriente arriba
de la secuencia del gARN sentido y de la secuencia 5"AAAC corriente arriba de la
secuencia anti sentido, las cuales son necesarias para la clonacion en el plasmido
PX4509.

Tabla 1: gARN preseleccionados

Nombre Caracteristicas del sgRNA
Secuencia sentido Exén Hebra Off-targets Eficiencia (%)
GALNS gA TGAGCAGGAGCAGGATGTTG 1 - 0j]0J0]|O 50
GALNS gB ACACCGCAGGAGATTGTGGG 4 + 0[{0]|0|0 | 749
GALNS gC ATCTCCCAGTCCCTGTACAC 5 + 0/0]|0]|17 | 6153
GALNS gb TGGCGTCGACAGCCCAGTAG 7 + olo|lo|1 |[632
GALNS gE GACGGCGTCTCCATACCTGC 8 + ojo|o|2 |6843
Non Targeting(NT) | GCATATATTGCACACAATTAG No aplica | No aplica o/0]|oO0 0
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4.3 Clonacion

Brevemente, se hibridaron las hebras sentido y anti-sentido de los gARN a 90°C por 3
minutos enfriando la reaccion en una rampa de temperatura hasta los 65°C, se mantuvo
la temperatura por 30 minutos y se enfrié progresivamente hasta temperatura ambiente,
este inserto no requiere del paso de fosforilacion. La hibridacion de las guias fue
confrmada mediante una corrida electroforética en geles de agarosa al 4% vy
almacenados a -20°C hasta su uso.

Para su clonacién se digiri6 1ug del plasmido PX459 con 1lul de la enzima BbsI-HF de
New England Biolabs (NEB), 1 ul del buffer CutSmart (NEB), completando la reaccion
con agua libre de nucleasas hasta 50ul, se realiz6 la digestion a 37°C por 15 minutos y la
enzima fue inactivada a 65°C por 5 minutos. Dado que la enzima Bbsl-HF digiere por
fuera de la secuencia de reconocimiento, no se requiere paso de desfosforilacién, los
extremos no son cohesivos, lo que limita la auto ligacién del vector. 3 Posteriormente se
realiz6 una corrida electroforética en un gel de agarosa al 0,8% a 70V por una hora y
posterior purificacion del producto digerido siguiendo las indicaciones del kit Wizard® SV

Genomic DNA Purification System de Promega.

Se ligo el vector con el inserto en una relacion de 1:5 de sgARN: plasmido con la enzima
T4 ligasa a 8°C por 24 horas. El producto de ligacion fue utilizado para el siguiente

procedimiento de transformacién bacteriana.

4.4 Transformacién bacteriana

Los productos de ligacién se emplearon para transformacion bacteriana, para esto se
utilizaron 5uL de este mezclandolos con 25uL de stock de bacterias quimiocompetentes
Stbl3, se incubaron durante 30 minutos en hielo, se realiz6 shock térmico a 42°C por 45
segundos, se mantuvieron en hielo por 5 minutos tras lo cual se adicionaron 125uL de
medio SOC y se agitaron de forma constante a 225rpm durante 1 hora a 37°C, se
sirvieron 65uL en cajas de Petri con agar LB con 100ug/ml de Ampicilina para la
seleccioén de las colonias transformadas. Se incubaron las cajas a 37°C durante 16 horas
tras lo cual se realizaron minicultivos, stocks de glicerol y extraccion de DNA plasmidico

mediante el kit MiniPrep de Zymo® de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
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Muestras de DNA de cada uno de los plasmidos fueron sometidas a PCR convencional
del segmento flanqueante al sitio de clonacion de los sgARN utilizando los primers

PX459 enunciados en Tabla 2: Primers PX459 para secuenciacion

Tabla 2: Primers PX459 para secuenciacion

Primer FW | AGGGCCTATTTCCCATGATTCCT
Primer RV GGTCATGTACTGGGCACAATGC

4.5 Confirmacion de la clonacién

El producto de PCR fue enviado al servicio de secuenciacion tipo Sanger del laboratorio

Genética Molecular de Colombia S.A.S para la confirmacién de su adecuada insercion.

Los stocks de glicerol de los plasmidos confirmados por secuenciacion fueron marcados
como tal y almacenados a -80°C y serdn denominados de ahora en adelante PX459-
sg[n], n correspondiendo a la codificacion del gran presentada en la Tabla 1. Después de
su obtencion, los ensayos posteriormente enunciados se realizaran con los plasmidos
PX459-sgARN-B, PX459-sgARN-NT.

4.6 Transfeccion celular

Se utilizaron CEM obtenidas de 4 donantes diferentes provenientes del Banco de Células
estromales Mesenquimales del grupo de la Unidad de Terapias Avanzadas del IDCBIS,
estas fueron obtenidas de cordones umbilicales donados de forma altruista bajo
consentimiento informado. Estas células fueron descongeladas, expandidas en Medio
DMEM bajo en glucosa con 10% de Lisado plaquetario y 1x de antibiético
Ampicilina/estreptomicina (de aqui en adelante denominado “Medio completo”. Al
alcanzar 80% de confluencia se descart6 el medio de cultivo, se lavaron dos veces con
PBS 1x (GIBCO®), se recolectaron las células y se dividieron en grupos experimentales
compuestos por 500.000 células, tras lo cual se centrifugaron a 90g por 5 minutos, se
resuspendieron en la solucion de transfeccion del kit P1 de Lonza®, y se adicionaron 5ug
de DNA por grupo experimental. Se nucleofectaron con el pulso FF104 que es el de
mayor eficiencia disponible para las CEM, se resuspendieron en medio completo a 37°C
y se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad de 10964 células/cm? con cambio

de medio a las 24 horas post siembra.
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Tras 48 horas de cultivo, las células de 2 pozos de la placa sembrada post transfeccion
fueron fijadas y permeabilizadas con el kit de fijacién: eBioscience™ de acuerdo con las
indicaciones del fabricante y marcadas con el Anticuerpo APC anti-DYKDDDDK Tag

(anti-Flag) de Biolegend ®

4.7 Curvas de seleccién con puromicina

El siguiente paso fue la realizacion de una curva de seleccibn con puromicina para
encontrar 3 concentraciones necesarias para la selecciéon de las células que expresaran
Cas9. De esta forma, se sembraron CEM a una densidad de 3450 células/cm2 en una
placa de 24 pozos, todos los pozos fueron utilizados y por triplicados (3 réplicas técnicas
por cada donante) las células fueron expuestas a diluciones seriadas de puromicina con
el fin de identificar 4 concentraciones del antibiético en el medio de cultivo de acuerdo

con las indicaciones del fabricante**:

4.8 Seleccion de células transfectadas

La eficiencia de la nucleofeccion en las CEM se determiné mediante cuantificacion de
células que positivas para FLAG, estas células fueron sometidas a seleccion por 48
horas con puromicina en DMEM completo, con cambio de medio cada 24 horas. Después
de este procedimiento, la eficiencia de la seleccién fue calculada con la medicién de anti
FLAG. De las células resultantes de la seleccién, se realizaron cultivos y expansién hasta
obtener la cantidad suficiente para la realizacion de extraccion de proteinas, DNA

gendmico, siembra de curvas de crecimiento y congelamiento de las lineas.
Estas se denominaran mediante la siguiente estructura:
CEM XXX =Y PN1(PNy)

Siendo el primer niumero de 3 cifras el numero del donante, Y correspondera a la guia (B
o NT), PN; es el pase de las CEM empleadas y PN es el pase post transfecciéon. Esta
nomenclatura se utilizara en los pasos siguientes del trabajo y permitira comparar células

de este y asi ayudar en la correcta interpretacion de los datos.
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4.9 Extraccion de DNA gendmico

Se extrajo el DNA gendmico de cajas T75 de CEM en confluencia del 90% empleando el
kit Wizard Plus SV Genomic DNA Purification System de Promega® de acuerdo con
instrucciones del fabricante. Se cuantific6 el DNA obtenido mediante Nanodrop y se
analizé su calidad y pureza empleando las relaciones 260/280 y 230/280.

4.10 Ensayo de la endonucleasa T7

Se realiz6 PCR de los segmentos de interés usando los primers enunciados en la tabla 2.
En 50uL de reaccion usando 100ng de DNA gendmico comparaciones realizadas con
células WT y transfectadas con los plasmidos PX459-B y PX459-NT.

Se hibridaron 200 ng de los productos de amplificacion, se digirieron mediante el uso de
la Endonucleasa T7 | (NEB, M0302L) por 30 minutos a 37°C, el resultante se corrié en un
gel de agarosa al 2% de acuerdo con instrucciones del fabricante. Y se analizaron los
resultados mediante la formula: % modificacion génica= 100 x (1 — (1- fraccién
digerida)1/2)*

La obtencién de la intensidad de los picos resultado del clivaje enzimatico se obtuvo
mediante el uso del Software ImageJ de acuerdo con protocolos previamente descritos.

45 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se realiz6 extraccién de proteinas mediante el método de RIPA (R0278-50ML — Sigma
Aldrich®) . Brevemente, se lavaron las cajas T75 con CEM en crecimiento hasta el 90%
de confluencia, se retiré el medio y se realizaron 2 lavados con PBS 1x frio (Gibco®), se
retir6 el PBS y se agregaron 300uL de buffer de RIPA con inhibidor de proteasas 1x
(Sigmafast) manteniendo la caja T75 10 minutos en hielo, se retir6 mediante micropipeta
y se transferid el lisado a un tubo de 1.5mL, se paso el lisado 3 veces a través de una
jeringa de insulina, se centrifugé a 140009 por 15 minutos, el sobrenadante fue colocado
en un nuevo tubo, se almacendé separara una alicuota de 10ul para su posterior
cuantificacion mediante la técnica de Bradford. Los extractos proteicos fueron

almacenados a -20°C hasta su uso.
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4.11 Inmuno Blot

Se tomo el equivalente a 30ng de proteina y se adicioné buffer de Laemli (Biorad®) a una
concentracion final de 1x en presencia de 350mM de DTT y 8M de urea, se calentaron
las muestras a 95°C por 10 minutos, posteriormente se corrieron en un gel de
poliacrilamida (gel concentrador 5% y gel separador 8%) a 70V por una hora y 45
minutos, se realizo transferencia a membranas de PVDF a 200mA por 2 horas, se
bloquearon las membranas en una solucion de leche descremada al 5% en solucion
salina tamponada con tris al 0.1% (TBST) durante 1 hora, posteriormente se incub6 con anti-
GALNS (PA5-35061 de ThermoFisher) en la solucién de bloqueo descrita por 16 horas(este
anticuerpo se une a un epitope generado por la porcién final del exén 7 e inicial del exén 8) ,
se realizaron lavados con TBST y se incubaron durante una hora con Goat anti rabbit ligado a
HRP (ab97051 Abcam®), se realizaron lavados con TBST y se revelaran las membranas
mediante el uso de solucion de revelado (BIORAD), las membranas seran vistas en un foto

documentador y las imagenes seran analizadas mediante el software ImageJ (NIH).

La proteina seleccionada como control de carga fue actina, para el cual se empled el
anticuerpo mouse/human/b actin (Catalog # MAB8929 R&D) con una incubacion de 1 hora

para el anticuerpo primario y de 2 horas del anticuerpo secundario (Rabbit anti-mouse)

4.12 Actividad enzimatica

La medicion de la actividad enzimatica se realizé6 mediante el ensayo de sal sédica de 4-
Metillumbelliferil B-D-Galactopyranoside-6-sulfato, el cual es un sustrato fluorogénico de
la enzima GALNS que mediante conversion de 4-MU-Gal-6S a 4-MU emite fluorescencia
a 320nm a pH é&cido y a 360nm en pH basico segun lo descrito previamente por Van
Diggelen “6
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4-Metil umbeliferil b-

D-galactopiranosido. . .
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llustracioén 6: Estructura del 4-Metil umbeliferil b-D-galactopiranosido-6-sulfato.
Modificado a partir de: https://www.caymanchem.com/pdfs/20907.pdf

Este ensayo se realiz6 como modificacion de forma previamente descrita:*®

Se tomaron células nucleofectadas con los plasmidos PC459-sgARN seleccionadas,
fueron cultivadas hasta 80% de confluencia en cajas T75. Se extrajeron proteinas
mediante métodos fisicos, se realiz6 la cuantificacion de las mismas y se adicionaron
50ug de proteinas y 30ul de 1nM de MU-Gal-6S en 0.1M de NacCl, 0,1M Acetato de sodio
a pH 4.3, Se realizé incubacion por 17 horas a 37°C y se terminé la reaccion con 200uL
de 10.5M de Na,COs/NaHCOs; pH 10.7, se realiz6 medicién de la fluorescencia emitida
por los extractos proteicos usando como blanco los reactivos utilizados sin presencia de
proteinas, y otro con presencia de albumina y como controles positivos se empleé la
actividad basal de los mismos donantes sin nucleofeccién con los sgARN especificos. La
medicién de la fluorescencia se realizé por triplicados para cada uno de los grupos
experimentales. Se cuantific6 de la fluorescencia relativa respecto a los controles
positivos y la normalizacion de los valores y maxima generacién de 4-MU en presencia
de B-Galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma Aldrich ®) con el fin de disminuir

variabilidades atribuibles a funcién de B-Galactosidasa de los extractos.

4.13 Ensayo de proliferacion celular

Posteriormente se realizaron ensayos para determinar los efectos de la sobreexpresion

de Cas9 e inactivacion de GALNS en la viabilidad y proliferacion de las células. En este
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caso, se sembraron los diferentes grupos en placas de 12 pozos a una densidad de 3500
células por cm2. Se realiz6 cultivo y conteo de las células durante el tiempo requerido

previo a su no crecimiento por confluencia, los datos fueron recolectados y analizados

4.14 Ensayo de diferenciacion osteogénica

Se sembraron las células en placas de 24 pozos a una densidad de 5000 células/cm?, se
dejaron en condiciones estandar de cultivo por 2 dias, se reemplazé el medio de
crecimiento por Medio de diferenciacion osteogénica (ThermoFisher®), se realizé cambio
de este cada tercer dia, después de 21 dias se realiz6 tincion con rojo de Alizarina para
determinar el depdsito de calcio 4"y se realizé andlisis de imagen mediante el uso del

Software ImageJ, se compararon las intensidades de los depdsitos de calcio.
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5.Resultados

Los resultados del presente estudio se presentaran de acuerdo con los programas de

investigacion de los objetivos especificos.

5.1 Programa de investigacion |: Disefiar un mecanismo
de edicion génica para el knock-out del gen GALNS
en ceélulas estromales mesenquimales mediante el
uso de CRISPR-Cas9.

Confirmacién del vector

Tras la seleccion y clonacion de los gARN en el plasmido PX459, los productos de PCR
de la region flanqueante al sitio de insercién fueron enviados a secuenciacion tipo
Sanger. Los archivos en formato .abl fueron analizados mediante el uso del software
FinchTV; a continuacion se muestran los resultados de secuenciacion para cada una de
las guias (en rojo se muestran los adaptadores de las secuencias):

llustracién 7: Electroferogramas de secuenciacion tipo Sanger confirmatoria de ligacion

PX459-sgARN-A

Secuencia: CACCGTGAGCAGGAGCAGGATGTTG

PX459-sgARN-B

Secuencia: CACCGACACCGCAGGAGATTGTGGG

230 240 250 260
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PX459-sgARN-C
Secuencia: CACCGATCTCCCAGTCCCTGTACAC
L -IH-I»I-I»!- (AR NENEEOUNIANNA NN AN -I-I» -I-I-I-I-Iulll- -1l

i
GAAAGGACGAA CCGAT CCCAGTCCCTGTACA GTTTTAG C A AAATAGC AGTT
210 220 240

b

PX459-sgARN-D
Secuencia: CACCGACGGCGTCTCCATACCTGC
N
ACCTGEC

giil GTTTTAGAGC TAG AAT!&!IIILE

AAGT
220 230 240 260

JummmmunmmlmuMxnluxmu

PX459-sgARN-E

Secuencia;: CACCGCGAGCACTCACCTTGTTCG

1L H-I--I-I-I- l
G AA CCG C CCT
210 230

Jnmmmmmﬂ lhml lﬂhltﬂhlnﬂdun

PX459-sgARN-non targeting

II JHAH- H 1
T CAAGTT

T AAAT
240 260

Secuencia: CACCGCATATATTGCACACAATTAGTTTACTCG

H III--I-I-I-H-I-I-II-I-HI-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-I-HLI (RAREEN
JCcGCATATATTGCACACAATT TTTACtcgagecgatcgec:
400 410 420 430
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5.2 Programa de investigacion Il: Inducir mutagénesis en
células estromales mesenquimales mediante el uso de
CRISPR/Cas9

Transfeccion y establecimiento de lineas celulares

Se realiz6 inicialmente transfeccion de CEM con el plasmido PX459-sg-NT con eficiencias
entre el 21% y el 32.3% lo cual era esperado para la transfeccion de pladsmidos de este

tamafo en CEM, ejemplo en llustracion 8.

Flag +

322

[} 50K 100K 150K 200K

50K 100K 150K 200K
(a) FSC-H (b) FSC-H

llustracién 8: Citometria de flujo de CEM transfectadas con el constructo mostrando la expresién de Cas9. a) Células no
transfectadas (control negativo), b) células nucleofectadas y marcadas con anticuerpo APC anti-FLAG sin seleccion de

puromicina mostrando la eficiencia de transfeccion.

En concordancia a este resultado, el siguiente paso fue la realizacion de una curva de
seleccién con puromicina para encontrar 3 concentraciones necesarias para la seleccion de
las células que expresaran Cas9. De esta forma, se sembraron CEM a una densidad de 3450
células/cm2 en una placa de 24 pozos, todos los pozos fueron utilizados y por triplicados las
células fueron expuestas a diluciones seriadas de puromicina con el fin de identificar 4
concentraciones del antibiotico en el medio de cultivo de acuerdo con las indicaciones del

fabricante**, ver llustracion 9.
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) 1ug/mlL 0.5ug/mtL 0.25ug/ml 0.125ug/ml 0.063ug/mlL
T % F\W

5 12 horas 24 horas 48 horas 168 horas

Control

1ug/mL

0.25ug/mL

0.625ug/mL

llustracién 9: : Curva de seleccion seriada con puromicina

a) Esquema de realizacién de diluciones seriadas de Puromicina en DMEM completo.

b) Morfologia celular de las células tras exposicion a puromicina. Linea negra muestra escala. 500nm. Estas curvas fueron
realizadas en 2 donantes celulares (148 P2 y 202 P3) Control visualizado hasta las 24 horas de cultivo, tras 30 horas
alcanza confluencia por lo que no se realizan mas registros fotograficos. Grupo 1ug: No hay presencia de células
viables tras 24horas. 0.25ug: concentracion minima a la que se encuentran células viables a las 24 horas. 0.0625ug/ml
concentracion citostatica.

Por lo anterior, se toman las siguientes concentraciones para los proximos experimentos.

e Dosis 6ptima 0.25ug/mL
e Dosis alta 0.5ug/mL
e Dosis baja con visualizacion minima de toxicidad: 0.16ug/mL

e Dosis que inhibe crecimiento sin toxicidad visible: 0.0625ug/mL
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Seleccion de células transfectadas

Para la continuacion de los experimentos se seleccion6 el plasmido que contiene la guia
sARN-B dados los que los resultados in silico mostraron las mejores probabilidades de edicion

in target.

Teniendo establecidas las concentraciones de puromicina, se decision emplear la dosis
Optima de 0.25ug/mL durante 48 horas para la seleccion de células que expresan la proteina
Cas9, tras lo cual se realizdé nueva marcacién con Anti-Flag. Resultados representativos

mostrados en llustraciéon 10.

Flag+

s ‘. Flagr
E 91.6

10% 4 Flag+ 10 g

T T T T T
T T T T T

o S0k 100K 150K 2006 250K 0 S0K 100K 150K 200K 250K
0 S0K 100K 150K 200K 250K FSC-H

FSC-H
FSC-H

llustraciéon 10: Citometria de flujo. Transfeccién y seleccion de CEM 202 P2(P1) con puromicina. Imagen representativa de a)
control negativo de la marcacion, b) CEM 202-sgB P2(P1) c) CEM 202-sgNT P2(P1).

Los donantes utilizados presentaron las siguientes eficiencias post seleccion

Tabla 3: Porcentajes de expresion de Ca9-FLAG en CEM pre seleccion y post seleccion.

148 B 148 NT | 154 B 154 NT | 202 B 202 NT | 206 B 206 NT

Pre 28 26.3 18.8 16.0 18.2 16.3 26.4 28.7
Post 98.7 96.3 76.5 88 90.8 91.6 94.8 94.6

Seleccién con puromicina

150

+ *k ok

o A

5 1004

LL

3 ki

=

O 50~

S

S s

llustracion 11: Resultados de células transfectadas pre y post seleccion con puromicina. *** p < 0.001 (t-test)
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5.3 Programa de investigacion lll: Determinar la tasa de
mutagénesis generada en células estromales
mesenquimales y el impacto en la sintesis proteicay la
actividad enziméatica de GALNS.

Determinacion de la tasa de mutagénesis

El método elegido para evaluar la eficiencia de clivaje in target fue el ensayo de T7
endonucleasa que permite estimar la presencia de edicion in target usando doble hibridos de
productos de PCR. En la llustracién 12 se puede observar el gel de PCR con los productos de
clivaje, el andlisis se realiz6 mediante la comparacién de la intensidad de los picos mediante

el uso del Software ImageJ de acuerdo con protocolos previamente descritos*.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1 T7 assay CEM148-B
. ot 1 - e 2. T7 assay CEM202-B
3. T7 assay CEM206-B
4. T7 assay CEM154-B
= =l | SN o e B | 5. Control negativo de PCR
1 : - ] 6. Marcador de peso molecular
7. Vacio
8. T7 assay CEM148-NT
A P < . 4 9. T7 assay CEM202-NT
] | ’ e { 10. T7 assay CEM206-NT
b L b 1 s 11. T7 assay CEM154-NT
il 12.  T7 assay CEM148-WT
13. Control negativo PCR con enzima

llustracién 12: Ensayo de T7 endonucleasa de los fragmentos de PCR. Se muestran resultados de gel representativo. Este gel
presenta un corte entre los pozos 2 y 3 con el fin de remover un pozo vacio
De acuerdo con lo anterior la eficiencia del clivaje fue la siguiente (ver Tabla 4)

Tabla 4: Eficiencia del clivaje del ensayo de T7 endonucleasa

Donante Porcentaje de clivaje Porcentaje de positividad para FLAG
CEM148-B 21.48 98.7

CEM202-B 18.62 90.8

CEM206-B 6.97 94.8

CEM154-B 0 76.5

CEM148-NT 0 96.3

CEM202-NT 0 91.6

CEM206-NT 0 94.6

CEM154-NT 0 88
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Este resultado muestra la mayor tasa de clivaje en el donante CEM 148, lo cual se encuentra
en concordancia con una mayor eficiencia de seleccibn de células mediante el uso de
puromicina. Seguido de CEM 202B Y CEM206B, mientras que CEM 154B no tuvo clivaje.
Como era esperado para donantes homocigotos para el locus analizado, las lineas celulares

transfectadas con el plasmido PX459-NT no presentaron clivaje.
Sintesis proteica de GALNS

Se realizaron inmunoblots para evaluar el impacto en la sintesis proteica de GALNS,

a) CEM 148 b) CEM 154

WT NT sgARN-B
wr NT SgARN-B |

7 « 75kDa
cirs T o ———

Actin | S
37kDa

Actin —_——
« 37kDa

75kDa
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Actin  |SeE—— Acin N ..

37k0a

llustracién 13: Imagen representativa de inmunoblots realizados.

Se realizan cortes para simplificacion de la imagen, CEM 148 y CEM 154 realizados en membranas diferentes, CEM 202 y 206 se
realizaron en la misma membrana a derecha e izquierda del marcador de peso molecular. a) CEM 148- WT P3, CEM 148-NT
P5(P3) y CEM 148-B P5(P4). b) CEM 154-WT P3, CEM 154-NT P5(P2) y CEM 154-B P5(P4). ¢c) CEM 202-WT P3, CEM 202-NT
P5(P2) y CEM 202-B P6(P4). d) CEM 206-WT p4, CEM 206-NT P4(P2) y CEM 206-B P6(P4).

La densitometria se muestra a continuacion.

Densitometria WB-GALNS
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llustracién 14: Analisis de ImageJ que muestra diferencias en la medicién de GALNS en el inmunoblot. * = p = 0.05
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Este ensayo mostr6 una reduccion del 78% en la cantidad medida de GALNS en la banda de

57kDa, mediante el uso de inmunoblot sin diferencias estadisticamente significativas en los

demas grupos, de igual forma, se observé un aumento en la medicion de la proteina GALNS

en el mismo peso molecular para los grupos CEM 206-B Y CEM-154-B.

Donante Porcentaje de | Porcentaje de positividad | % de reduccion de
clivaje para FLAG proteina GALNS

CEM148-B 21.48 98.7 78

CEM202-B 18.62 90.8 26

CEMZ206-B 6.97 94.8 (25)

CEM154-B 0 76.5 (28)

CEM148-NT 0 96.3 0

CEM202-NT 0 91.6 0

CEM206-NT 0 94.6 0

CEM154-NT 0 88 0

Ensayo de actividad enzimatica

Con el fin de establecer el impacto de los cambios observados en DNA y en cuantificacion de

proteina, se realiz6 el ensayo funcional basado en sal sédica de 4-Metillumbelliferil B-D-

Galactopyranoside-6-sulfato como previamente descrito.
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llustraciéon 15: Actividad enzimatica relativa mediante el ensayo de sal sddica de 4-Metillumbelliferil 3-D-Galactopyranoside-6-

sulfato. El eje Y muestra el porcentaje normalizado sobre la linea celular WT del mismo donante.

En resumen, la actividad enzimatica relativa de los grupos muestra la distribucién de la

llustracion 16, con significancia estadistica encontrada solamente en CEM148-B Y CEM 202-

B.
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llustracion 16: Actividad enzimatica relativa.
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5.4 Programa de investigacion IV: Determinar el impacto de
la deficiencia de la enzima GALNS en proliferacion
celular y diferenciacion a linaje osteogénico en células
estromales mesenquimales.

Ensayo de proliferacion celular

Teniendo los resultados de los previos programas de investigaciébn, cuyo resumen se
encuentra en la Tabla 5, se realiz6 la cuantificaciébn de la proliferacion celular de las lineas

celulares obtenidas.

Tabla 5: Tabla de resumen parcial de resultados

Donante % de | % de positividad | % de reducciéon de | Media del % actividad
clivaje para FLAG proteina GALNS enzimética
CEM148-B 21.48 98.7 78 68*
CEM202-B 18.62 90.8 26 82*
CEM206-B | 6.97 94.8 (25) 96
CEM154-B 0 76.5 (28) 98
CEM148-NT | O 96.3 0 95
CEM202-NT | O 91.6 0 91
CEM206-NT | O 94.6 0 93
CEM154-NT | O 88 0 97

En este caso, se sembraron los diferentes grupos en placas de 12 pozos a una densidad de
3500 células/cm2 y se realizé cultivo y conteo de las células durante el tiempo requerido
previo a su no crecimiento por confluencia. Los datos fueron recolectados y analizados y se

presentan a continuacion.
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llustracién 17: Curvas de crecimiento celular.

Analisis estadistico realizado mediante ANOVA de 2 vias con correccion
estadisticamente significativos marcados por *** equivalentes a <0.001 p

mediante test de Dunnet. Se presentan resultados

Adicionalmente se calcul6 el tiempo de doblaje poblacional como previamente descrito usando

pase

la férmula TDP = (Dias de

Doblaje poblacional
horas*’48,

Tabla 6: Tiempo de doblaje poblacional

Grupo TDP
B 87.23
148 WT 27.76
NT 29.08
B 29.08
154 WT 22.36
NT 27.69
B 92.02
202 WT 41.62
NT 39.84
B 37.50
206 WT 26.41
NT 33.40

)x 24 con un resultado esperado de 35+ 6
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De acuerdo con lo anterior, el tiempo de doblaje poblacional aumentd considerablemente en
los grupos CEM 148-PX459-sgB y CEM 202-PX459-sgB, mientras que en CEM 206-PX459-
sgB la tasa global de proliferacion no se redujo, aunque se encontraron diferencias

estadisticamente significativas durante los dias 7 y 8 de cultivo.

Ensayo de diferenciacion osteogénica

De acuerdo con el protocolo enunciado previamente, se realizé la marcacién de depoésitos de
calcio con rojo de Alizarina, fotos representativas de los mismos se muestran en la llustracién
18llustracion 19llustracion 21. El analisis se realizé con el software ImageJ midiendo el
porcentaje de depésito de calcio en cada uno de los cuadros de imagenes tomados
distribuidos de forma homogénea en los pozos (n = 6) y la prueba estadistica empleada fue
una ANOVA de 1 via con correccion de Tukey’'s para comparaciones multiples por cada

donante.

Diferenciacion osteogénica donante 148

llustracién 18: Diferenciacion osteogénica donante CEM148
a, b c y d) CEM148-sgB-P6(P5), imagenes e y f) corresponden a CEM148-WT(P6) g y h) CEM148-NT P5(P4).
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Diferenciacion osteogénica donante 154

llustracién 19: Diferenciacion osteogénica donante CEM154
a, b cy d) CEM154-sgB-P4(P3), imagenes e y f) corresponden a CEM154-WT(P5) g y h) CEM154-NT P5(P4).

Diferenciacion osteogénica donante 202

llustracién 20: Diferenciacion osteogénica donante CEM202
a, b c y d) CEM202-sgB-P6(P5), imagenes e y f) corresponden a CEM202-WT(P5) g y h) CEM202-NT P5(P4).

Diferenciacion osteogénica donante 206

llustracién 21: Diferenciacion osteogénica donante CEM206
a, by c) CEM206-sgB-P6(P5), imagenes ey f) corresponden a CEM202-WT(P5) g y h) CEM202-NT P5(P4).
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Andlisis mediante el uso de ImageJ
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llustracién 22: Andlisis de las diferenciaciones osteogénicas mediante el uso de rojo de Alizarina.

Convenciones: * < 0.05, ** <0.005, *** < 0.0005, ns no estadisticamente significativo.

6.Recursos de software y analisis estadistico

e La recoleccion de los datos y el registro cronolégico de la fase experimental quedoé

registrada en Excel y en bitacora fisica.

e La seleccion de las guias se realiz6 con el apoyo del software CHOPCHOP

desarrollado por investigadores de la Universidad de Harvard*?° y en la plataforma

Benchling [Biology Software]. (2018) disponible en https://benchling.com. El célculo de

la eficiencia de las guias disefiadas sin apoyo de software fue calculada a su vez en

Benchling,

e Las ilustraciones fueron realizadas en Biorender disponible en BioRender.com (2022)

e Las imagenes in silico se disefiaron con UCSF chimera en base a las secuencias

depositadas en PDB.

e Los datos de citometria fueron visualizados y analizados con el Software FlowJo

version X.1.07

e Las densitometrias de las inmunohistoquimicas fueron tomadas usando el software

Imaged.

e El andlisis estadistico y las graficas fueron realizadas mediante el uso de GraphPad

Software, Inc. (Acces0:2020) y R Studio (R version 4.0.3 - 2020-10-10)


https://benchling.com/
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7.Discusion

Sobre el disefio experimental y selecciéon de los sgARN

En este proyecto se buscéd desarrollar un modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la
enzima GALNS en células estromales mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-
Cas9. Para esto, se seleccionaron gARN con una alta probabilidad de edicién in target y con
menor posibilidad de presentar efectos off target. La guia denominada gARN-B tiene la
particularidad de haber sido rastreada manualmente con el objetivo de generar una disrupcion
en regiones asociadas al bolsillo catalitico de la enzima GALNS. Cabe resaltar que gran parte
de las variantes patogénicas asociadas a defectos severos en la funciébn enzimética se
asocian a la disrupcion de aminoacidos en el bolsillo catalitico hidrofobico de la proteina lo
gue explicaria la tasa de éxito alcanzado con la guia sJARN-B, como se observa en el residuo

objetivo de la edicidon encuentra en una posicion critica funcional y estructural.

Sitio activo de
la proteina

llustracién 23: Estructura de GALNS con aumento (cuadro naranja) de sitio catalitico.
En cian se muestra el residuo Tyr108, y la esfera verde representa el ion calcio presente en esa posicion en la estructura

cuaternaria de la enzima.
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Sobre la seleccidon de células positivas para la expresion de Cas9-Flag

La generacion de lineas celulares con knockout de genes especificos a partir de cultivos
primarios es un reto experimental complejo. La necesidad de alcanzar cantidades celulares
suficientes para el estudio, con la menor cantidad de pasajes, genera una limitante en el
tiempo disponible para la realizacion de experimentos. Por esta razon, el método de seleccién
con puromicina resulta adecuado en comparacién a otros métodos como el sorting celular
mediante el uso de proteinas fluoromarcadas. En este caso en particular, el uso de un
plasmido no integrativo permite disminuir las interferencias atribuibles a la insercién de
fragmentos de DNA recombinante de forma aleatoria en el genoma de las células y permite la
expresion transitoria de Cas9 y sgARN que disminuye el riesgo de reedicidon en el locus target
y de off-targets. En este estudio se realizd la comparacion de 4 donantes diferentes de CEM,
los cuales presentaron disimiles tasas de seleccién con puromicina, este resultado, a su vez

se asocia a diferencias en el comportamiento celular observado en ensayos corriente abajo.

Sobre el inmunoblot

El inmunoblot para la proteina GALNS presenté una baja resolucion asociada a las
dificultades técnicas asociadas al estudio de proteinas que presentan homodimerizacion,
fosforilacion y glucosilacién adicional a la expresion de transcritos mas cortos de 40 y 19kDa
descritos previamente en otros trabajos?®°°. Para este estudio se requiri6 el uso de
condiciones altamente reductoras con DTT y urea con el fin de disminuir la presencia de
dimeros proteicos y el analisis densitométrico se realizé sobre la isoforma presente en la
banda de 57kDa la cual es la que constantemente se evidencia en diferentes tipos celulares.
A pesar de la baja resolucién, se pueden observar diferencias entre la cantidad de la proteina
de GALNS en los grupos experimentales expuestos al plasmido PX459-sgARN-B con
respecto a los controles el cual fue evidente en el grupo CEM 148-sgARN-B en asociacién con

la alta eficiencia de seleccién de clones positivos como fue descrito en el previo apartado.

Para el caso del grupo CEM 154-sgARN-B, CEM 202-PX459-sgB y CEM 206-PX459-sgB el
enriguecimiento celular fue menor, y las diferencias en el inmunoblot no fueron evidentes, esto
puede asociarse a tipos de edicion celular in target que no afectan la expresion proteica o a la
no edicion, lo cual requiere de ensayos adicionales para su confirmacion como los realizados
en este ensayo como el analisis de DNA de las regiones de interés y de la estimacion de la

funcion enzimética de GALNS.
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Sobre el ensayo de T7 endonucleasa

El ensayo de endonucleasa es una gran fuente de informacién sobre la presencia de edicion
in locus de los experimentos realizados. Este permite la deteccion de pequefias inserciones o
deleciones en fragmentos de PCR de la regidon gendmica de interés, es necesario la presencia
de un mal apareamiento de las hebras de DNA posterior al melting e hibridacion de estas. Es
de resaltar que el resultado no expresa el porcentaje de ediciéon sino la tasa de mismatch
posterior a la re-hibridacion de las hebras, por lo que no debe ser confundida con tasas de
Indels en el grupo celular. Por esta razon estudios previos han intentado asociar la tasa de
clivaje al porcentaje de mutacion con el fin de tener una idea global del espectro mutacional

del grupo celular como se evidencia en la llustracion 24.
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llustracién 24: Porcentaje de reporte de NHEJ comparando el ensayo de T7 con NGS. Tomado de®

Para el caso del donante CEM 148-PX459-sgB la tasa de clivaje fue del 21% y del 0% en los
controles mostrando que el hallazgo es asociado a edicion y no a posible heterocigosidad del
sitio de clivaje por variantes propias del donante. Esta fue la tasa mas alta de los donantes
evaluados en concordancia con los resultados explicados previamente. También sugiere que
las variantes predominantes en el grupo celular producen una disminucién de la expresiéon
proteica que puede estar debida a generacion de codones de parada tempranos, que no
permiten la evaluacion de la proteina por medio de inmunoblot ya que el anticuerpo se une a
un epitope generado por la porcion final del exén 7 e inicial del exdn 8 que se encuentra
corriente abajo del sitio de edicién de interés que esta en el residuo Tyrl08 ubicado 6pb

posterior al inicio del exén 4.

CEM 206-PX459-sgB sgB tuvo una tasa de clivaje del 6.97% y CEM 202-PX459-sgB tuvo una

tasa de clivaje del 18.2% a pesar de no tener diferencias en el inmunoblot lo cual podria estar
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asociado a variantes con Indels que no generan disminucion de la produccion de la proteina
como cambios missense que no se asocian a compromiso en la traduccion del mARN
corriente abajo. El impacto de estas variantes debe ser evaluado mediante ensayos

funcionales, uno de los cuales fue propuesto y realizado en este proyecto.

CEM 154-PX459-sgB sgB no tuvo clivaje y tampoco diferencias en el inmunoblot lo que
genera la necesidad de ampliar los estudios al donante seleccionado, variantes en la region
gue corresponden a la PAM podrian explicar la no edicidn ya que la eficiencia de seleccion fue
del 86.5% que se esperaria debieron generar algun tipo de cambio con el sistema

seleccionado.

Sobre los ensayos funcionales

Este experimento permite determinar el impacto funcional de las diferencias observadas en el
inmunoblot y el ensayo de T7 endonucleasa. Para el caso del donante CEM148-PX459-sgB la
reduccion de la actividad enzimatica fue del 30% a pesar de no evidenciar bandas en el
inmunoblot. Esto puede ser debido a la presencia de transcritos cortos que retengan
capacidad enzimatica y que no se hayan podido evidenciar en la membrana, o actividad
residual de algunas células del pool celular que no presenten edicion o pérdida de funcion.
Estas hip6tesis deben ser evaluadas y la adecuada interpretacién de este hallazgo debera ser
realizada tras la generacion de lineas isogénicas a partir de las muestras que fueron

congeladas a partir de este estudio.

El donante CEM 154-PX459-sgB present6 la mayor variabilidad en el ensayo, y al igual que el
donante CEM 206-PX459-sgB, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. Esto se observa en relacion a la nula y baja tasa de clivaje en el ensayo de

la nucleasa de T7 respectivamente.

El donante CEM 202-PX459-sgB presentd reduccion estadisticamente significativa con
respecto a sus controles lo que muestra que cierto grupo del pool celular presenta variantes

gue tienen impacto en la funcién enzimatica de GALNS.

Adicionalmente, este ensayo fue realizado por duplicado debido a la baja disponibilidad del
reactivo 4-mu que es el sustrato de la enzima. Esto probablemente requerira a futuro nuevos

montajes con el fin de comprobar los valores obtenidos.

Sobre las curvas de proliferacién
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El donante CEM148 presenté el mayor compromiso en proliferacion celular con un aumento
de la tasa de doblaje poblacional de a 87 horas. Este resultado se asocia a la mejor tasa de
seleccion con un enriguecimiento celular positivo para FLAG que pasoé del 28% al 98.7% post
seleccion, de la mayor reduccion en la cantidad de proteina de GALNS medida en el
inmunoblot y la mayor reduccion de la actividad enzimatica, lo cual podria eventualmente
explicar el compromiso proliferativo observado, las diferencias encontradas no son debidas al
efecto deletéreo a mediano plazo que tiene la puromicina en las células dado que el control
transfectado con el plasmido que contiene la secuencia non-targeting tienen una tasa de

expansion igual al control no transfectado.

Los donantes CEM 154-PX459-sgB y CEM 206-PX459-sgB no presentaron diferencias en la
tasa de doblaje poblacional en concordancia con la no edicién celular evidenciada en los

experimentos de T7 e inmunoblot.

Por otro lado, el donante CEM 202-PX459-sgB presentd reducciones discretas de la funcion
enzimatica con compromiso de la proliferacién celular en parte de la curva y un aumento

estadisticamente significativo de la tasa de doblaje poblacional.

Sobre los ensayos de diferenciacién osteogénica

La evaluacién cualitativa del depésito de calcio mediante la tincion de Alizarina permite ver
contrastes entre los grupos evaluados, la disminucion de este indicador de diferenciacién
osteogénica fue ostensible en el grupo CEM 148-PX459-sgB lo cual es sugestivo de un
compromiso en la funcién osteogénica de las células afectadas. Previamente se ha descrito la
alteracion de la organizacién de condrocitos en biopsias de pacientes con enfermedad de
Morquio®® y su aumentada vacuolacién, pero poco se ha evaluado el impacto de esta

deficiencia enzimatica en procesos de diferenciacion osteogénica.

Los grupos CEM 154-PX459-sgB y CEM 202-PX459-sgB no presentaron diferencias
estadisticamente significatives en el analisis de intensidad de marcacién con rojo de Alizarina,
y en el grupo CEM 206-PX459-sgB la reduccion fue discreta, en concordancia con la

reduccion de la actividad enzimatica relativa.
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8.Conclusiones

En este trabajo se han generado lineas celulares de 4 donantes con diferentes tasas de
compromiso asociado a la deficiencia de la enzima GALNS la cual tiene un impacto deletéreo
en la proliferacion celular de CEM de gelatina de Wharton y su potencial de diferenciacion a
linajes osteogénico, lo que se encuentra estrechamente relacionado con la reduccion en la

actividad enzimética.

El analisis del compromiso debe acompafiarse de ensayos en DNA, proteina, funcién

enzimatica y fenotipo celular con el fin de establecer posibles explicaciones del compromiso.

La seleccion de las gARN para la generacién de knockout celulares requiere de conocimiento
de la funcién de la proteina blanco y del patrén mutacional que ha sido considerado de

relevancia clinica.

El presente estudio valida el potencial de producir lineas celulares de origen mesenquimal
(derivadas de células estromales mesenquimales humanas) con mutaciones constitutivas del
gen GALNS. A pesar del desafio técnico ligado a la dificultad de modificacién génica de este
tipo de células primarias, el abordaje metodoldgico resultd en la generacion exitosa de 2 de 4
donantes de células mesenquimales primarias con deficiencia funcional de GALNS. Esto abre
la puerta para posterior generaciéon de modelos celulares que permita realizar estudios futuros
relacionados con la fisiopatologia y respuesta terapéutica a nivel celular de la enfermedad de

Morquio IIA.
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9.Limitaciones y perspectivas

Es necesaria la generacién de lineas celulares isogénicas para evaluar el impacto de
variantes especificas en las variables estudiadas y se debe complementar la evaluacion de la
diferenciacién osteogénica con marcadores por PCR de genes cruciales en este proceso.

Dada la fisiopatologia de la enfermedad, se debe evaluar el compromiso funcional lisosomal,

asi como el tamafio y contenido de los mismos.

El estudio de cultivos en 2 dimensiones es limitado, por lo que la realizacién de ensayos en
formato 3D permitird describir el comportamiento celular en condiciones cercanas a las

fisiologicas.

Completar diferenciaciéon condrogénica permitira conocer la interrelacién de los procesos de

diferenciacion y ayudara a una mejor descripcién patologica de la enfermedad.
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10. Productos

Este proyecto fue realizado con el fin del entrenamiento de una estudiante de maestria.

Se realizd el proyecto de tesis de maestria como requisito de grado presentado en este

trabajo.

Se realiz6 la presentacion del poster “Development of an in vitro model of the GALNS enzyme
deficiency in human mesenchymal stromal cells using the CRISPR/Cas9 system” Presentado
en el Congreso Virtual “CRISPR and Beyond: Perturbations at Scale to Understand Genomes”

Realizado del 1 al 3 de Septiembre de 2021 por Wellcome Genome Campus UK.
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11. Aspectos éticos

De acuerdo con la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de salud “Por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud”, este proyecto se considera de riesgo minimo ya que las células estromales
mesenquimales fueron obtenidas como recolecciéon de cordones umbilicales durante el
parto de gestantes atendidas en la red distrital de Hospitales Publicos de Bogota,
posterior a la explicacion del procedimiento y firma voluntaria del “Consentimiento
informado para la donacion voluntaria de muestra de tejido de corddén umbilical — Seccién
C - Cdodigo SDS-PSS-FT-354V.1"

Las muestras seran procesadas en los laboratorios de la Unidad de Terapias Avanzadas
del Instituto Distrital de Ciencia, tecnologia e innovacion en salud (IDCBIS) manteniendo

la confidencialidad sobre el origen de las muestras.



64 Modelo in vitro de deficiencia constitutiva de la enzima GALNS en células
estromales mesenquimales humanas mediante el uso de CRISPR-Cas9

ANEXO

A.Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRA DE TEJIDO DE CORDON
UMBILICAL
SECCION C
(Anexo al Formato de Consentimiento Informado para la Donacién Altruista de Sangre de Cordén Umbilical,
Cadigo SDS-PSS-FT-354V.1)

CODIGO DEL DONANTE BSCU:

1. INFORMACION DE LA DONANTE

Primer apellido: Segundo Apellido: Nombres:
Documento: Cl: __ CE: __ TI: __ NUIP: __ Pasaporte: ___ Namero: Edad:
Escolaridad: Institucion donde se atiende el parto:

2. INFORMACION

Algunos componentes del cordon umbilical, especificamente la membrana del cordén y la gelatina de Wharton
contienen células estromales mesenquimales las cuales tienen capacidad de reemplazar y regenerar tejidos
“enfermos” especificos. En investigaciones clinicas actuales, se ha demostrado que las células estromales
mesenquimales tienen efectos terapéuticos muy importantes, reduciendo las complicaciones después de los
trasplantes de progenitores hematopoyéticos o ayudando a la reconstrucciéon de hueso y articulaciones cuando
hay dafios importantes en estos tejidos. Sin emhbargo, las propiedades de las células estromales mesenquimales
de corddn umbilical no se han esclarecido completamente y son objeto de intensa investigacion en muchas
partes del mundo.

3. PROPOSITO DEL PROYECTO

El Grupo de Investigacion en Medicina Transfusional, Tisular y Celular (GIMTTyC) del Hemocentro Distrital de
Bogota esta interesado en el estudio de las propiedades de las células estromales mesenquimales aisladas de
la membrana del cordon umbilical y la gelatina de Wharton y sus potenciales aplicaciones como agentes
medicinales, por lo que solicita su colaboracion en esta investigacion con la donacion de una muestra del cordon
umbilical (aprox. 15 cm) y una muestra de membrana del saco amnidtico.

4. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion voluntaria en la donacién implica:

Donar un fragmento de cordén umbilical aproximadamente de 15cm y un fragmento de membrana amniética
que seran colectados por personal especializado del Hemocentro Distrital después del parto natural o cesarea.
La obtencion de esta muestra NO implicara un riesgo para la madre o su hijo/hija, generalmente el destino de
este tipo de tejidos es el descarte intrahospitalario.

Permitir que el material obtenido a partir de las muestras sea almacenado (congelado a -195°C) y sea utilizado
para investigacion éticamente aprobada.

5. POSIBLES RIESGOS

El procedimiento de recoleccién del fragmento de cordén umbilical y membrana amnidtica NO representa
peligro para su hijo ni para usted. En general la donacion de estos tejidos es extremadamente segura, y no
afectara la atencion habitual del parto.

6. BENEFICIOS
La donacién de cordén umbilical y membrana amniotica constituye una donacién altruista y desinteresada. Por
esto, La donacion no generara a su favor derecho alguno de naturaleza econémica o de otro tipo sobre los
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resultados que pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con
sus muestras ni sobre la investigacion a desarrollar. Por lo tanto el principal beneficio es la satisfaccion de
ayudar a las diversas investigaciones que podrian contribuir a un mayor conocimiento de muchas
enfermedades y orientarse a posibles tratamientos clinicos.

7. OBLIGACION FINANCIERA
Su participacion no le generara costo alguno, ni al servicio de salud. Tampoco se le pagara ni se le dard beneficio
alguno por tomar parte del programa.

8. PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

So6lo el personal autorizado de la Unidad de Terapia Celular tendrad acceso a su informacién personal o de su
bebé y los registros de esta donacion. Su nombre, nombre de su bebé, u otra informacion de identificacion no
aparecera en los registros de la investigacion o en los de control de calidad. La Unidad de Terapia Celular no
revelara su participacion o la de su bebé a cualquier persona u organizacion, sino por su solicitud por escrito o
permiso, 0 menos que sea requerido por las leyes estatales o locales, o los organismos reguladores.

9. RETIRO DEL PROGRAMA
Dado que su participacion en el programa es voluntaria, usted es libre de abstenerse de participar en cualquier
momento. Su negativa no tendra efecto en la atencién en salud presente o futura, ni suya ni de su hijo.

10. GARANTIA DE PARTICIPACION

No hay garantia de que la muestra de cordén umbilical o Membrana amniotica que usted accede a donar sera
efectivamente recolectada o almacenada. Por ejemplo, puede que la toma no se lleve a cabo si el equipo de
colecta no esta disponible en el momento del parto o porque se presente alguna complicacién médica que la
contraindique. No le sera informado el destino final de la muestra de cordon y de membrana amnidtica.

11. CONTACTO
Si tiene preguntas o dudas sobre el proyecto por favor remitalas a las personas responsables de este estudio
en la Unidad de Terapia Celular, Planta Baja Hemocentro Distrital, Secretaria Distrital de Salud, Carrera 32 #

12 - 81, Bogota, Colombia. E mail: utc.hemocentro@gmail.com

Declaracion y firma de la participante
12. APROBACION DE DONACION VOLUNTARIA

Firma de la Donante: Fecha:

Nombre de la donante Edad:

Nombre del padre/ madre o representante legal:

Documento de identidad del padre/ madre o representante legal: tipo: Numero

Su participacion en este estudio sera voluntaria y confidencial. La muestra colectada sera usada Gnicamente en investigacion

bdsica. La obtencion de esta muestra no le representara ningin gasto adicional ni tampoco usted serd retribuido

econdmicamente por la donacién.
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