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Resumen

La mucopolisacaridosis 111B (MPS I11B) es una enfermedad de deposito lisosomal (EDL) que
se caracteriza por la deficiencia de la enzima o—N-acetilglucosaminidasa causada por
mutaciones en el gen NAGLU. La deficiencia de esta enzima lisosomal genera la acumulacion
de glicosaminoglicanos (GAGS), especificamente de heparan sulfato (HS) tanto en los
lisosomas como a nivel extracelular, lo que causa distintas afecciones clinicas con particular
compromiso del sistema nervioso central (SNC). A la fecha, no hay una terapia aprobada para
el tratamiento de la MPS I1IB, sin embargo, la edicion génica con CRISPR/nCas9 y vectores
no virales como mecanismo de entrega de genes surge como una alternativa de tratamiento que
ha mostrado resultados alentadores en otros tipos de EDL como la gangliosidosis GM2 y MPS
IVA. En este sentido, en el presente estudio se evalu6 por primera vez en un modelo in vitro el
uso de la herramienta de edicion gendmica CRISPR/nCas9 para generar el knock-in de un
casete de expresion que contiene el ADNc de NAGLU en el locus AAVS1 del genoma humano.
Los resultados mostraron una construccion exitosa de un vector donante con el ADNc de
NAGLU. Luego de 30 dias de edicion, se alcanzd hasta un 71% de la actividad normal de
NAGLU. Adicionalmente, se observo una tendencia a la disminucion de la masa lisosomal
promedio a los 30 dias post-transfeccion, aungque no en la cantidad de GAGs totales. Estos
resultados sirven como base para futuros experimentos que permitan sumar al conocimiento
sobre los beneficios, ventajas y riesgos de la utilizacion de CRISPR/nCas9 como nueva
alternativa de terapia génica para la MPS I1IB.



Abstract

Mucopolysaccharidosis 111B (MPS I11B) is a lysosomal storage disease (LSD) characterized by
the deficiency of the a-N-acetylglucosaminidase enzyme caused by mutations in the gene
encoding for it. The deficiency of this lysosomal enzyme generates the accumulation of
glycosaminoglycans (GAGS), especially heparan sulfate (HS) in the lysosomes of the cell as
well as extracellularly, which causes different clinical conditions mainly affecting the central
nervous system (CNS). To date, there is no approved therapy for the treatment of MPS I1IB,
however, gene editing with CRISPR/nCas9 and non-viral vectors as a gene delivery mechanism
arises as a treatment model alternative that has shown encouraging results in other types of
LSD such as GM2 gangliosidoses and MPS IVVA. In this sense, in the present study the use of
the genomic editing tool CRISPR/nCas9 for the expression of a cassette with NAGLU cDNA
at the AAVSL1 locus of the human genome was evaluated for the first time in an in vitro model.
The results showed a successful recombination and construction of a donor vector with
NAGLU cDNA, and an increase in long-term enzyme activity (30 days) reaching values of
71% of normal NAGLU activity. Additionally, a decrease in the average lysosomal mass was
observed within 30 days post-transfection, but not in total GAGs. These results serve as a basis
for future experiments that sum up to the actual information about the benefits, advantages,
and risks of using CRISPR/nCas9 as a new gene therapy alternative for MPS I11B.
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1. Introduccion

La Mucopolisacaridosis 111B (MPS 111B), o Sindrome de Sanfilippo B, es una enfermedad de
deposito lisosomal que se caracteriza principalmente por causar la degeneracion del sistema
nervioso central (SNC) y afecta a 1 de cada 200.000 nacidos vivos [1,6]. Esta enfermedad se
genera por mutaciones en el gen NAGLU que codifica para la enzima o-N-
acetilglucosaminidasa (NAGLU), involucrada en el catabolismo del glicosaminoglicano
(GAG) heparan sulfato (HS). La pérdida de la actividad hidrolitica de NAGLU, causa una
acumulacién de HS a nivel lisosomal [1,2,6]. Los pacientes afectados por este sindrome
presentan signos clinicos caracteristicos como retardo del neurodesarrollo, deterioro cognitivo
progresivo, hiperactividad, espasticidad y disfuncion motora [1], y cuentan con una esperanza
de vida usualmente hasta la adolescencia [4,33]. Actualmente, es una enfermedad para la cual
no existe un tratamiento especifico, no obstante, recientes investigaciones se han centrado en
la elaboracion e implementacion de alternativas de tratamientos para intentar corregir las
principales alteraciones clinicas de estos pacientes [5,6,14]. Dentro de las terapias actualmente
en estudio, se encuentran la terapia de reemplazo enzimatico (TRE), terapia de reduccion de
sustrato (TRS), trasplante de células madre hematopoyeticas, trasplante con células de cordon
umbilical, o terapia génica principalmente con virus adenoasociados (AAV) [6]. A pesar de
esto, estas alternativas han mostrado muy poca o nula efectividad en mejorar o revertir los
sintomas en los pacientes con Sanfilippo B [6]. Adicionalmente, algunas de estas requieren
tratamientos periddicos, lo que puede significar un alto costo para los pacientes y el sistema de
salud [2,22]. Es por estas razones, que surge la necesidad de seguir en la busqueda de nuevas
opciones de tratamiento.

Dicho lo anterior, es oportuno mencionar las emergentes herramientas de edicion genomica
que han ganado popularidad en la dltima década por sus resultados prometedores en
investigaciones que evalian su implementacion como terapia génica para el tratamiento de
distintos tipos de enfermedades, como la anemia falciforme, la enfermedad de Huntington, la
leucemia mieloide aguda (AML), entre muchas otras [14]. Dentro de las tecnologias de edicion
del genoma se encuentran TALENS (transcription activator-like effector nuclease), ZFNs (zinc
finger nucleases) y CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats
— crispr associated system 9), de las cuales se destaca esta ultima por su facil elaboracion y
manejo, y su bajo costo [6,14].

El tratamiento con CRISPR/Cas9 se basa en la posibilidad de modificar un genoma en una
secuencia especifica, por accion de una ARN guia y una proteina con actividad endonucleasa
[13]. Si se inserta una secuencia homdloga en las células en conjunto con el sistema
CRISPR/Cas9, el mecanismo de reparacion homoéloga de ADN sera activado y se dara la
respectiva insercion (knock-in) de la secuencia exdgena [13,18]. Este mecanismo se convierte
en un potencial terapéutico ya que permite proporcionar un cambio permanente e irreversible
en la secuencia de ADN que puede revertir o mejorar los efectos de una enfermedad genética
[6,13,14,18]. En el caso puntual de la MPS 111B, lo que se busca es generar una correccion del
gen NAGLU que permita la adecuada degradacion del HS, y que esto en consecuencia
reestablezca el funcionamiento normal de células, tejidos, 6rganos, y especialmente, del
sistema nervioso central [1,3,4].
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2. Justificacion y planteamiento del problema

Teniendo en cuenta que en la actualidad no hay una terapia aprobada para el tratamiento de la
MPS 111B, y que aquellas alternativas en evaluacion han mostrado muy poca efectividad contra
los sintomas de la enfermedad, se presenta CRISPR/nCas9 como una alternativa prometedora
de terapia génica que hasta el momento no ha sido evaluada para este sindrome. Carvahlo y
colaboradores evaluaron el uso de CRISPR/Cas9 en fibroblastos enfermos para corregir la
mutacién mas comun causante de la MPS | (sindrome de Hurler), evidenciando un aumento
significativo en la actividad enzimética y disminucidon de la masa lisosomal [7]. Recientemente
Leal & Alméciga-Diaz, 2022 demostraron el potencial uso de CRISPR/Cas9 para el tratamiento
de MPS IVA, con una recuperacion de fenotipo a niveles de wild-type [35], haciendo uso de
una nicasa de Cas9 (CRISPR/nCas9) [44].

En consecuencia, en el presente estudio se evalud el sistema CRISPR/nCas9 en fibroblastos
MPS 1B, con el fin de determinar si el uso de esta herramienta permite un aumento en la
actividad enzimatica de NAGLU y disminucion de la masa lisosomal, y asi aportar en la
generacion de conocimiento para el desarrollo de un tratamiento efectivo, capaz de corregir la
alteracion genética de esta enfermedad, y en un futuro, contribuir a la mejora de calidad y
expectativa de vida de los pacientes.

3. Marco teorico

3.1 Errores Innatos del Metabolismo

Los Errores Innatos del Metabolismo (EIM) son un grupo heterogéneo de enfermedades
geneticas causadas por mutaciones espontaneas en genes que codifican para proteinas
involucradas en el almacenamiento o ruta metabolica de acidos grasos, lipidos o proteinas [30].
Estas mutaciones dan como resultado la generacién de una gran variedad de afecciones que
pueden incluir intoxicaciones, acidosis, deficiencias energéticas, o defectos a nivel de sintesis
de moléculas complejas, con sintomas clinicos leves a graves, mayoritariamente neurolégicos
y psiquiatricos, que a menudo conducen a la muerte o discapacidad de por vida. [30, 31, 32].

La gran mayoria de EIM son enfermedades heredadas de manera autosémica recesiva, aunque
hay algunas que pueden estar ligadas al cromosoma X [30, 31]. Hoy dia hay mas de 1500 EIM
descritos, dentro de los que se encuentran las acidosis metabdlicas, hipoglicemias,
hiperamonemias, enfermedades de depdsito lisosomal, ictericias, enfermedades
mitocondriales, entre muchas otras [31]. Si bien estas son enfermedades raras o huérfanas,
afectan en gran medida a la colectividad, teniendo una incidencia de 1 por cada 2500 nacidos
vivos, lo que las hace bastante comunes [30]. Su diagnostico temprano es crucial para la
implementacidn de un tratamiento adecuado y lo suficientemente eficaz para prevenir la muerte
y mejorar las complicaciones derivadas de estas enfermedades.

3.2 Enfermedades de deposito lisosomal
Las enfermedades de deposito lisosomal (EDL) son un grupo de cerca de 50 EIM causadas por
mutaciones en genes codificantes para enzimas lisosomales implicadas en la degradacion de
macromoléculas, transporte de productos del lumen del lisosoma a otros compartimentos
celulares, modulacion del entorno lisosémico o biogénesis lisosomal. La deficiencia de estas
enzimas causa la acumulacion progresiva de sustratos no degradados o parcialmente
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degradados en el lisosoma, lo que a su vez genera la disfuncion de procesos celulares tales
como la homeostasis lipidica, viabilidad celular, autofagia, o reparacion de la membrana
plasmaética [4, 19, 22,]. Algunas de las manifestaciones clinicas comunes que suelen indicar el
padecimiento de una EDL incluyen la hepatoesplenomegalia, disostosis mdaltiple, rasgos
faciales toscos, angioqueratomas y especialmente, el nivel de afectacion del sistema nervioso
central. Sin embargo, su diagndstico puede ser complicado debido a la variabilidad clinicay a
la inespecificidad de signos y sintomas de cada enfermedad, por lo que usualmente este
requiere de pruebas de sangre, radioldgicas, neurofisioldgicas, bioquimicas y genéticas [19].

Las EDL son comunmente clasificadas segin el sustrato acumulado en: esfingolipidosis,
mucopolisacaridosis, mucolipidosis, oligosacaridosis, deficiencias en proteinas lisosomales de
membrana, y otros sutratos [22]. Su prevalencia puede variar entre 7,5y 23,5 por cada 100.000
individuos, lo que las convierte en las patologias mas cominmente presentadas dentro de los
EIM [19, 22].

3.3 Mucopolisacaridosis 111B

Las mucopolisacaridosis (MPS) son trastornos metabdlicos causados por la deficiencia de
enzimas involucradas en la degradacion de GAGs, los cuales hacen parte de la matriz
extracelular, cumpliendo funciones relacionadas con comunicacion y diferenciacion celular;
por lo que se encuentran en varios tejidos del cuerpo como en cartilago, piel, cérnea, vaso,
tejido conectivo y vascular [1,3,4]. Esta deficiencia enzimatica genera una acumulacion de los
GAGs a nivel lisosomal lo que da como resultado la disfuncion progresiva de celulas, tejidos
y 6rganos [3].

Existen 11 tipos de MPS, cuya clasificacion depende del gen afectado y de la enzima deficiente
[4]. En la Tabla 1 se muestran los diferentes tipos de MPS que existen, con su respectivo gen
y enzima afectados.

Tabla 1. Clasificacion de mucopolisacaridosis.

Enfermedad Gen Enzima deficiente
MPS | (Sindrome de IDUA Alfa-L-iduronidasa
Hurler, Sindrome de
Scheie)
MPS 11 (Sindrome de IDS Iduronato-2-sulfatasa
Hunter)
MPS I1A (Sindrome de | SGSH Heparan-N-sulfatasa
Sanfilippo A)
MPS 1B (Sindrome de NAGLU a-N-acetilglucosaminidasa
Sanfilippo B)
MPS HIC (Sindrome de HGSNAT AcetilCoa glucosamina N-
Sanfilippo C) acetiltransferasa
MPS HIID (Sindrome de | GNS N-acetil-glucosamina-6-
Sanfilippo D) sulfatasa
MPS IVA (Sindrome de | GALNS N-acetilgalactosamina-6-sulfato
Morquio A) sulfatasa
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MPS IVB (Sindrome de | GLB1 B-galactosidasa
Morquio B)

MPS VI (Sindrome de ARSB Arilsulfatasa B
Maroteaux-Lamy)

MPS VII (Sindrome de GUSB B- glucuronidasa
Sly)

MPS IX HYALI Hialuronidasa

Las manifestaciones clinicas, edad de presentacion, complicaciones, tratamientos y diferentes
formas de la patologia varian dependiendo del gen y GAG afectado [1]. Sin embargo, este tipo
de enfermedades suelen manifestarse en los primeros afios o durante la primera década de vida
de los afectados, con hepatoesplenomegalia, facies toscas y malformaciones a nivel 6seo siendo
las afecciones clinicas méas comunes entre las diferentes MPS [2]. Algunas MPS presentan
trastornos cognitivos, impedimentos a nivel visual y auditivo, o incluso limitacion en la
movilidad articular; algunos pacientes pueden vivir hasta su adolescencia y otros hasta los 40
afios [1, 2, 9].

Particularmente, la Mucopolisacaridosis 11I1B (MPS 111B, sindrome de Sanfilippo B, OMIM
#252920), es una enfermedad autosomica recesiva causada por la acumulacion de heparan
sulfato (HS) parcialmente degradado en el lisosoma, generada por la deficiencia enzimatica de
la o-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU, EC:3.2.1.50), como consecuencia de mutaciones en el
gen NAGLU, localizado en el locus 17921, que codifica para esta enzima [3]. NAGLU esta
involucrada en el metabolismo del HS, especificamente en la hidrolisis de los residuos de N-
acetilglucosamina en el extremo no reductor del HS, generados durante la degradacion de este
GAG en el lisosoma [3,4]. La deficiencia de la enzima NAGLU genera una acumulacion
anormal de HS en el lisosoma de la célula, lo que lleva a un aumento en la masa lisosomal que
en consecuencia ocasiona afectacion en las funciones de movilidad y principalmente en el SNC
[3,9]. En la Figura 1 se muestra el mecanismo de accion de la enzima NAGLU y el GAG
involucrado.
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Figura 1. Ruta de degradacion del heparén sulfato donde se indican distintas enzimas que
actlian en sitios y etapas particulares causando distintos tipos de MPS segun sus deficiencias.
Kaczor-Kaminska, 2022 [33].

Este tipo de MPS se caracteriza por un deterioro progresivo del sistema nervioso central, lo
cual incluye retraso neurolégico y trastornos cognitivos. A nivel de rasgos morfoldgicos, los
pacientes pueden presentar macroglosia, cejas pobladas, labio inferior grueso y evertido,
dolicocefalia, baja talla y surco nasolabial prominente. Sin embargo, no son rasgos distintivos
de la enfermedad, debido a que estos pueden o no presentarse [1,9]. Los primeros sintomas se
pueden presentar entre los 2 a 6 afios de vida, con trastornos de conducta como la
hiperactividad, ansiedad y el comportamiento agresivo, también el lento desarrollo del lenguaje
y, asimismo, problemas en las habilidades motoras [3,4,9]. A medida que va progresando la
enfermedad se pueden presentar trastornos del suefio, espasticidad y convulsiones en un 60-
70% [4,9]. Por otro lado, a diferencia de otras MPS, como la MPS | y 1V, presenta muy poca
afectacion a nivel esquelético [9].

3.4 Opciones terapéuticas

3.4.1 Terapia de reemplazo enzimatico (TRE)

Esta terapia consiste en suministrar al paciente la enzima funcional, en este caso NAGLU, la
cual puede ser producida a partir de células humanas, de mamiferos, bacterias o incluso
levaduras, usando técnicas de ADN recombinante [10]. La TRE es utilizada actualmente en
Mucopolisacaridosis I, I, IVA, VI y VII [22]. Sin embargo, presenta deficiencias a nivel de
eficacia como tratamiento ya que las enzimas introducidas a nivel intravenoso pueden llegar a
acumularse en tejidos del higado o bazo, lo que limita la llegada de estas a los tejidos afectados.
Incluso, su entrada al SNC es nula, al no lograr atravesar la barrera hematoencefélica [29], lo
cual disminuye el efecto terapéutico deseado teniendo en cuenta que es el sistema de principal
afeccion de esta enfermedad. Asimismo, puede desencadenar una respuesta inmune por parte
del cuerpo, lo que afecta su propdsito. Finalmente, es una terapia que se debe realizar de forma
periddica, lo cual puede ser dispendioso para el paciente, su familia y el sistema de salud [6].

3.4.2 Terapia de reduccion de sustrato (TRS)

La TRS consiste en utilizar una molécula gue inhiba la biosintesis de los compuestos que se
acumulan debido a la deficiencia de una enzima, lo cual generaria un equilibrio en la célula y,
por ende, una posible reduccion de la sintomatologia. En comparacion con la TRE, la TRS
puede llegar a disminuir la acumulacién de compuestos a nivel cerebral, la administracién es
oral y es menos probable que se genere una respuesta inmune en el organismo [11]. Sin
embargo, tiene desventajas tales como un tratamiento continuo y periodico, lo cual puede llegar
a ser molesto para el paciente. A nivel in vivo, la genisteina, una de las primeras moléculas
propuestas para la TRS, no mostré disminucién de los sintomas y ademas se prevé que sus
efectos secundarios por inhibicion no especifica pueden ser considerables y perjudiciales para
el paciente [6,23]. En este sentido, es importante seguir explorando moléculas que puedan
lograr de forma efectiva reducir la sintesis del sustrato y demostrar efecto terapéutico.
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3.4.3 Trasplante de células madre hematopoyéticas

Este tratamiento se basa en el trasplante de células madre hematopoyeéticas que reemplazan las
células que contienen la deficiencia enzimética. Estas células madre son usadas por su gran
capacidad de proliferar en ciertos tipos de compartimentos tisulares y por sus propiedades de
autorrenovacion [12]. Ya ha sido empleado para la MPS |, donde ha demostrado éxito en
prolongar la supervivencia, retrasar el deterioro cognitivo, y conducir a mejoras en la
hepatoesplenomegalia [6]. Sin embargo, uno de los mayores retos y desventajas es encontrar
un donante compatible, lo cual demora el tratamiento y con ello, genera mas riesgos que
posibles soluciones [6]. Para el caso de MPS Il1, el trasplante de células madre hematopoyéticas
no ha mostrado efectos significativos, y en el momento no se encuentra entre las opciones de
tratamiento recomendadas para estos pacientes [24].

3.4.4 Trasplante con células del cordén umbilical

Este tipo de trasplante se ide0 para generar una mayor eficiencia en el tratamiento en
comparacion con el trasplante de células madre hematopoyéticas. Ha sido implementado en
pacientes con MPS [11A 'y MPS 111B. Se plante6 como tratamiento para pacientes sin inicio de
sintomas de deterioro neuroldgico. Aun asi, los pacientes tratados muestran deterioro
neuroldgico progresivo, alteracion de comportamiento y pérdida de habilidades cognitivas, lo
cual evidencia su nula efectividad [15].

3.4.5 Terapia génica
3.4.5.1 Virus adenoasociados (AAV)

Esta terapia se ha usado en investigaciones para el tratamiento de MPS |, 11, IHIA, 11IB, IVA,
VI, VII [6,34]. Asimismo, se muestra como potencial tratamiento ya que los virus
adenoasociados presentan tropismo por las células que se desean tratar mediante la eleccion
del serotipo, no son patdgenos y pueden persistir a largo plazo, incluso, sin integrarse al
genoma del hospedero, lo que los conviert e en un vector potencial de terapia genica [16].
Desafortunadamente, es un tratamiento que puede generar respuesta inmune o inducir
hepatocarcinomas [6]. Para el caso de la MPS Ill diferentes estudios han mostrado la
posibilidad de reducir la acumulacion de GAGs en liquido cefalorraquideo y la posibilidad de
prevenir o disminuir el progreso de las manifestaciones sobre el sistema nervioso central
[24]. Sin embargo, hasta el momento ninguno de estos tratamientos ha sido aprobado.

3.4.5.2 CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 es una herramienta molecular de edicion genética que se utiliza para modificar
el genoma de cualquier tipo de célula y organismo [18]. CRISPR hace referencia a secuencias
cortas repetidas palindromicas que estan agrupadas y regularmente interespaciadas [13]. El
sistema CRISPR/Cas9 esta compuesto por dos partes principales: un RNA guia de cadena
simple (QRNA o sgRNA) que dirige a la proteina Cas9 hacia la secuencia de ADN a editar, y
una proteina nucleasa Cas9 que genera cortes de doble cadena (DSB) en la secuencia de ADN.
El gRNA debe ser una secuencia de mas o menos 20 pb complementaria a la secuencia objetivo
de ADN a modificar, y esta debe estar seguida de una corta secuencia de ADN corriente arriba,
conocida como la secuencia PAM, para asegurar la compatibilidad con la proteina Cas9 [14].
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Hay varios tipos de sistema CRISPR-Cas, dependiendo de la variacion estructural y
organizacion del gen Cas. Sin embargo, el sistema mas utilizado a nivel terapéutico es el
CRISPR/Cas9 tipo Il, el cual involucra una Unica proteina Cas de origen bacteriano,
usualmente derivada de Streptococcus pyogenes [6].

La endonucleasa Cas9 estd compuesta por dos dominios principales, HNH y RuvC, de los
cuales cada uno corta una hebra de ADN; el dominio HNH corta la hebra antisentido, mientras
que el dominio RuvC la hebra sentido [13]. Sin embargo, existe una version nicasa de Cas9
(nCas9), que se caracteriza por estar mutada para que unicamente uno de los dos dominios de
la endonucleasa este activo [25,26]. Esta mutacion permite generar un corte de cadena sencilla,
en cada hebra de ADN, mediado por dos gRNA ubicados adyacentemente en las hebras
opuestas. Una vez el gRNA se une, por complementariedad de bases, a la secuencia de ADN a
modificar, las proteinas nCas9 generan los cortes de cadena sencilla y se inducen los
mecanismos de reparacion del ADN: la via de reparacion no homdloga o la via de reparacién
homologa [17]. En este caso, se busca inducir la via de reparacion homdloga utilizando como
secuencia donante la secuencia correcta del gen NAGLU. Esta version nicasa de la nucleasa
Cas9 ha demostrado una menor tasa de efectos off-target, respecto a la variante wild-type [28].
En la Figura 2 se muestra el mecanismo de accion del sistema CRISPR/nCas9.

sgRNA

n .Y e
:

[ ¥ R & < W

Target A | /
Cas9 D10A Cas9 D10A

sgRNA

Figura 2. Esquema general del mecanismo de accion del sistema CRISPR/nCas9. Tomado de:
Zhang et al., 2015 [25].

3.4.5.3 CRISPR/Cas9 y CRISPR/nCas9 como terapia génica

Varios estudios han demostrado el potencial terapéutico de CRISPR/Cas9 en la correccion de
mutaciones en el genoma que derivan en enfermedades genéticas. Yin et al. realizaron un
estudio en un modelo murino de la tirosinemia hereditaria humana en donde lograron corregir
la mutacion en hepatocitos en un 33.5% luego de 33 dias del tratamiento junto con la
inoculacion del sistema CRISPR/Cas9 [20]. En el caso de las mucopolisacaridosis, Carvalho y
colaboradores realizaron un estudio de edicién génica mediada por CRISPR/Cas9 en
fibroblastos MPS | (Sindrome de Hurler), logrando corregir 7% de los alelos de fibroblastos al
dia 15y 4% al dia 30, con un aumento de la actividad enzimatica de IDUA entre 4- 20% y una
disminucion de masa lisosomal en un 25% [7].

En cuanto al sistema CRISPR/nCas9, este fue implementado en el Instituto de Errores Innatos
del Metabolismo de la Pontificia Universidad Javeriana en el tratamiento de fibroblastos de
tres enfermedades de depdsito lisosémico distintas, Enfermedad de Tay-Sachs, Enfermedad de
Sandhoff y Mucopolisacaridosis VA (Sindrome de Morquio), logrando un aumento de la
actividad enzimatica correspondiente, respecto a fibroblastos sanos, de un ~10, ~13 y ~40%,
respectivamente [35, 48].
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3.5 Situacién en Colombia

Las enfermedades de almacenamiento lisosomal (EDL) en Colombia han sido estudiadas
progresiva y recientemente en el pais. Por medio de la Ley de Enfermedades Huérfanas de
Colombia se ha impulsado la recoleccion de datos a partir de informes de enfermedades como
MPS y otros EDL para la mejora del diagndstico, tratamiento e investigacion de estas
patologias, ya que se ha evidenciado la falta de atencion hacia estas, por medio de la falta de
accesibilidad de los pacientes a la atencion hospitalaria y a recursos analiticos especializados
[19]. En cuanto a la mucopolisacaridosis 111, en Colombia afecta a 0,17 por cada 100.000
nacidos vivos, localizados mayormente en Boyaca, lo que ha causado interés en la
investigacion y comprension de la enfermedad para la busqueda de opciones de tratamiento y
manejo de los pacientes [19]. Dentro de los tratamientos utilizados actualmente se encuentran
TRE (para MPSI, MPSII, MPSIVA, MPSIV y MPSVII) y terapia con celulas madre
hematopoyéticas, sin embargo, se desea estudiar areas como la terapia génica, edicion del
genoma Yy proteinas recombinantes, ya que estudios prueban su potencial como tratamiento
para esta enfermedad, con la ventaja de ser terapias de una sola dosis y que principalmente,
contribuirian a mejorar la calidad de vida de los pacientes [19]. A la fecha, de acuerdo con el
Sistema de Salud Pdblica (SIVIGILA) en Colombia se han registrado 24 pacientes con MPS
[11 [27] aunque este nimero puede ser muy inferior al niamero real de pacientes afectados por
esta patologia en nuestro pais, principalmente por problemas de subregistro o en el diagndstico.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del uso de la herramienta de edicién gendmica CRISPR/nCas9 sobre la
actividad enzimatica de la N-acetilglucosaminidasa y acumulacion lisosomal en fibroblastos
de pacientes con Mucopolisacaridosis 111B.

4.2 Objetivos especificos

e Disefiar un vector donante que contenga un casete de expresion con la secuencia
codificante del gen NAGLU.

e Determinar el efecto del uso de CRISPR/nCas9 sobre la actividad enzimética de
NAGLU en fibroblastos de pacientes con mucopolisacaridosis I11B.

e Determinar el efecto del uso de CRISPR/nCas9 sobre la acumulacion lisosomal en
fibroblastos de pacientes con mucopolisacaridosis I11B.

5. Metodologia
5.1 Cultivos celulares

Fibroblastos primarios de pacientes con MPS [1I1B (GM002931), asi como fibroblastos wild-
type (GMO00613) fueron obtenidos del Instituto Coriell y mantenidos en frascos de cultivo de
75cm? con medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal
bovino al 15% + penicilina/estreptomicina 1X. Asimismo, células embrionarias humanas de
rifdn (HEK293FT), fueron obtenidas de Invitrogen y mantenidas en frascos de cultivo de
25cm? con medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% +
penicilina/estreptomicina 1X. Todos los ensayos se realizaron con células entre pases 5y 15.
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5.2 Construccion de vectores

5.2.1 Vector con sistema CRISPR/nCas9
El vector con el sistema CRISPR/nCas9 fue obtenido del Instituto de Errores Innatos del
Metabolismo de la Pontificia Universidad Javeriana [35]. El vector contiene las secuencias para
dos gRNA clonados en conjunto con nCas9 (D10A), disefiados para generar un corte de cadena
doble del ADN en el locus AAVS1 del genoma humano.

pBR32Zori-F U6 promoter,sgRNA Sense,gRNA scaffold, +1
Us promoter
sgRNA antisense
gRNA scaffold,+2
Primer_Sanger
CMV enhancer

+1
Amp-R
+1

+2
SV4@ NLE
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pGEX 3°
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+1

]
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AAVS1 sgRNA:AIOmCherry_Final ' .
9717 bp | &
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+1

> [ flori, |
- A
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mCherry-R

P24
nucleoplasmin NLS

Figura 3. Mapa representativo del vector con el sistema CRISPR/nCas9. Es un vector de
9.717 pb. Se destaca la secuencia del gen de la proteina Cas9 (D10A) de 4.000 pb
aproximadamente y las secuencias para el gRNA sentido (SgRNA Sense), y el gRNA
antisentido (SgRNA antisense).

5.2.2 Construccién de vector Donor AAVS1: NAGLU

5.2.2.1 Disefio y obtencion de cebadores

El disefio de los cebadores para el gen NAGLU humano se realizé mediante la implementacién
de la plataforma bioinformatica Primer-BLAST de NCBI a partir de la secuencia referenciada
en el sistema para el ARN mensajero del gen NAGLU. Los cebadores fueron disefiados para
amplificar todo el marco abierto de lectura del gen NAGLU vy tienen los sitios para las enzimas
de restriccién Mfel y Milul. NAGLU Fw_USA:
5’CAATTGATGGAAGCCGTGGCTGTCG3’. NAGLU Rv_USA:
5’ACGCGTCCAACTACCAGCCACCCAT3".
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5.2.2.2 Obtencion de vector Donor AAVS1: Empty

El vector donante denominado Donor AAVS1:Empty fue obtenido del Instituto de Errores
Innatos del Metabolismo de la Pontificia Universidad Javeriana [35]. Bacterias
quimiocompetentes de E. coli DH5a fueron transformadas con el vector donante mediante
choque térmico. Posteriormente, una colonia proveniente de cultivo axénico fue servida en
caldo LB suplementado con kanamicina a una concentracion de 50 pug/ml en un volumen de 10
mL. Se dejé en incubacion durante 16 h a 37°C y 250 rpm, y terminado el periodo de
incubacion, se procedié a hacer la extraccion del ADN plasmidico utilizando el kit
ZymoPURE™ Plasmid Miniprerp kit (Zymo Research, Cat. No. D4210), segin las
indicaciones del fabricante.

5.2.2.3 Construccién de vector Donor AAVS1: NAGLU

5.2.2.3.1 Obtencidn de vector pSAM::NAGLU

El plasmido con la secuencia codificante del gen NAGLU (pSAM::NAGLU) fue donado por la
Dra. Michelina Lacovino, del The Lundquist Institute Harbor-UCLA Medical Cent.,
California, USA. El plasmido fue transformado en células quimiocompetentes de E. coli DH5a
cultivadas en agar LB con ampicilina (100 pg/ml). Posterior a eso, una colonia proveniente del
cultivo axénico fue servida en caldo LB también suplementado con ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ml en un volumen de 10 mL. Se dejo en incubacion durante 16 h a
37°Cy 250 rpm, y terminado el periodo de incubacion, se procedio a hacer la extraccion del
ADN plasmidico utilizando el kit ZymoPURE™ Plasmid Miniprerp kit, segln las indicaciones
del fabricante. Una vez extraido el plasmido, este fue verificado mediante una PCR
convencional con los cebadores disefiados en el numeral 5.2.2.1.

psam naglu
12,843 bp

Xbal (2759)
Xhol (3824

(6175) Notl ECoRI (6059)
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Figura 4. Mapa representativo del vector pPSAM::NAGLU. Es un vector de 12.843 pb y se
destaca una secuencia del gen NAGLU de 2.000 pb aproximadamente.

5.2.2.3.2 Validacion de vector pSAM::NAGLU

Un ensayo de validacion inicial se realiz6 en células HEK293FT mediante la transfeccién del
plasmido pSAM::NAGLU haciendo uso de Lipofectamina 3000 (ThermoFisher, USA) para
confirmar la expresion del gen NAGLU mediante ensayos de actividad enzimética. Para el
respectivo ensayo, 80.000 células/pozo mantenidas en medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 10% + penicilina/estreptomicina 1X, fueron servidas en placa de 12 pozos y se
dejaron en incubacion por 24 h a 37°C y 5% CO>. Una hora antes de la transfeccion, se hizo
cambio de medio a las células. Luego, las células fueron transfectadas con 0,5 pg del plasmido
pSAM::NAGLU utilizando Lipofectamina 3000, y se dejaron en incubacion a 37°C y 5% CO-
durante 48h. Las células sin tratar fueron empleadas como control. Luego de las 48h, las células
fueron tripsinizadas, colectadas por centrifugacion y lisadas haciendo uso de un buffer (acetato
de sodio 0,2M a pH 4,5, Triton X-100 al 0,5% y PMSF 1mM) [43]. Las células fueron ubicadas
en hielo durante 20 min. El ensayo fue realizado con 50l del lisado celular mezclados con
50l del sustrato 4-metilumbeliferil-p-glucuronido a una concentracion de 2mM en placas de
fluorometria de 96 pozos, de acuerdo a lo reportado previamente por Tropak et al., 2013 [43].
Se dej6 la placa en incubacion a oscuridad por 1 h a 37°C, luego, se agregaron 150 ul de buffer
glicina (glicina 12,6 g/L, Na,CO3 18 g/L, pH 9,8) por pozo para detener la reaccion, y se
procedio a medir la actividad con un fluorébmetro a una longitud de onda de 365/450. Una
unidad de actividad enzimatica (U) se definié como la cantidad de enzima necesaria para
hidrolizar 1 nmol de sustrato por hora. La actividad se midié primero en URF (unidades
relativas de fluorescencia) y los datos fueron comparados con una curva estandar de 4-
metilumbeliferona. La proteina fue cuantificada haciendo uso del kit comercial Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (ThermoFisher, Ref.23227). Los niveles de actividad se reportan como
enzimatica especifica, medida en U/mg.

5.2.2.3.3 Clonaje de secuencia codificante del gen NAGLU en pJET1.2

Tras la validacion, se realiz6 una PCR convencional con Q5 de alta fidelidad (NEB, #M0491),
haciendo uso de los cebadores disefiados en el numeral 5.2.2.1, para la amplificacion de todo
el marco abierto de lectura del gen NAGLU v los sitios para las enzimas de restriccion Mfel y
Mlul. Una vez obtenido el amplicon, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0,7%
para la extraccion de ADN por medio de la utilizacion del kit comercial GeneJET Gel
Extraction Kit (ThermoFisher, #K0692). Una vez extraida y purificada la secuencia del gen
NAGLU, se inserto en el vector de clonacion pJET1.2 utilizando el kit comercial CloneJET
PCR Cloning kit (ThermoFisher, #K1232), segun las indicaciones del proveedor. Una vez
insertada la secuencia amplificada en el vector pJET1.2, se transformé en células
quimiocompetentes de E. coli DH5a, se sirvieron 10 colonias en caldo LB con ampicilina (100
pg/ml), y se hizo la extraccion de ADN plasmidico correspondiente mediante el kit
ZymoPURE™ Plasmid Miniprerp kit, segtn las indicaciones del fabricante. Una vez extraido
el ADN, se realizé una PCR con los cebadores NAGLU Fw_USA y NAGLU Rv_USA, y
electroforesis en gel de agarosa al 1% a todos los clones obtenidos, para confirmar la insercion
del gen NAGLU. Aquellos clones recombinantes se analizaron por secuenciacion Sanger
(Macrogen).

5.2.2.3.4 Subclonaje de secuencia codificante del gen NAGLU en vector
Donor AAVS1:Empty
Luego de confirmada la secuencia, se procedié a hacer una digestion enzimatica en el plasmido
recombinante obtenido en el numeral 5.2.2.3.3 y el vector Donor AAVS1.Empty con las

21



enzimas Mfel-HF y Mlul-HF. Posterior a esto, se inserto la secuencia del gen NAGLU en el
vector Donor AVVS1:Empty haciendo uso la ligasa de ADN T4 (NEB, #M0202S). Para esto,
25 ng de vector Donor AAVS1.:Empty y 68,75 ng de inserto (para una relacion 7:1
inserto/vector) fueron mezclados con 1 pl de ligasa T4 y dejados a 4°C por 16 h para permitir
la reaccion. Una vez pasadas las 16 h, se transformo el producto de ligacion en células
quimiocompetentes de E.coli DH5a, se sirvieron 5 colonias en caldo LB suplementado con
kanamicina (50 pg/ml), y se realizd la extraccion de ADN plasmidico mediante el kit
ZymoPURE™ Plasmid Miniprerp kit. Una vez realizada la extraccion, se hizo una digestion
enzimatica screening con las enzimas Mfel-HF y Mlul-HF para confirmar la construccion del
vector Donor AAVS1:NAGLU. Los clones positivos fueron analizados por secuenciacion
Sanger (Macrogen) utilizando los primers universales EGFP_NR
(5’CGTCGCCGTCCAGCTC3’) y CMV_F (5°CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG3’).

5.2.2.3.5 Validacion de vector Donor AAVS1:NAGLU
El ensayo de validacion se realizé en células HEK293FT siguiendo el mismo protocolo descrito
en el numeral 5.2.2.3.2, para confirmar la expresion del gen NAGLU en el nuevo vector Donor
AAVS1:NAGLU mediante ensayos de actividad enzimatica.

PAM_Mutado

+1

Donor:NAGLU
7884 bp

+1
sgRMA Sense

P2A
3-FLAG
NAGLU_Rv (DNA)

Figura 5. Mapa representativo del vector Donor AAVS1:NAGLU. Es un vector de 7.884
pb con una secuencia del gen NAGLU de 2.000 pb aproximadamente.
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5.3 Transfeccion de vectores en fibroblastos humanos

Para los ensayos de transfeccion, 30.000 células/pozo fueron servidas en placas de 12 pozos y
se dejaron en incubacion por 24 h a 37°C y 5% CO.. La transfeccion de los vectores se realizd
24h después con Lipofectamina 3000 segun las indicaciones del proveedor. Para ello, se hizo
cambio de medio una hora antes y despues las células fueron transfectadas con 1 pg de ADN
total (0,5 pg del vector con el sistema CRISPR/nCas9 y 0,5ug del vector Donor
AAVS1:NAGLU). Brevemente, 0,5 g del vector con el sistema CRISPR/nCas9 y 0,5ug del
vector Donor AAVS1:NAGLU fueron mezclados con medio OPTI-MEM vy reactivo P3000 en
tubos de microcentrifuga. Por aparte, el reactivo Lipofectamina 3000 se diluy6 en medio OPTI-
MEM, se mezcld, y se le afiadio la mezcla del tubo 1. La mezcla se dejo en incubacién a
temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se afiadié a las células asegurando una
distribucion homogénea de esta. Fibroblastos wild-type fueron utilizados como controles
normales. Fibroblastos tratados Unicamente con 0,5ug del vector Donor AAVS1:NAGLU
fueron incluidos como control para determinar el impacto de la expresion episomal de los
vectores.

5.4 Actividad enzimética de NAGLU en fibroblastos de pacientes MPS 111B

La actividad enzimatica de NAGLU en los fibroblastos de pacientes con MPS I11B y controles
normales se medio a los 12 y 30 dias luego de la transfeccion de las células siguiendo el mismo
protocolo descrito en el numeral 5.2.2.3.2.

5.5 Acumulacién lisosomal en fibroblastos de pacientes MPS 111B

5.5.1 Glicosaminoglicanos totales
Para determinar el efecto del tratamiento de fibroblastos MPS I11B con CRISPR/nCas9y Donor
AAVS1:NAGLU sobre la acumulacion de sustratos, se midieron glicosaminogicanos (GAGS)
totales en medio extracelular haciendo uso del reactivo azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB),
bajo un protocolo estandarizado en el Instituto de Errores Innatos del Metabolismo de la
Pontificia Universidad Javeriana [35]. Para este, medio de cultivo sobrenadante de cada grupo
experimental fue recolectado cada 3 dias y almacenado en tubos de microcentrifuga a -20°C.
Pasados los 30 dias luego de la transfeccidn de las células, se hizo un pool de todos los medios
recolectados de cada grupo experimental, se mezclaron y se tomaron 50 pl de cada pool para
mezclarlos con 275 pl de DMB al 1% p/v - 2M Tris-Base. Se midid la absorbancia de cada
muestra a 520 nm dentro de los primeros 5 minutos de reaccion utilizando un espectrofotometro
BioSpec-1601. Se utilizé una curva de calibracion de sulfato de condroitina para su medicion.

5.5.2 Medicion de masa lisosomal
Para medir la masa lisosomal luego de la transfeccion de las células, se realizé cuantificacion
de lisosomas por citometria de flujo pasados los 30 dias post-transfeccion [35]. Para ello,
fibroblastos GM002931 transfectados y no transfectados, y controles normales (GM00613)
fueron tratados con LysoTracker Deep Red (50nM) e incubados a 37°C/5% CO; durante 1
hora. Transcurrido el tiempo de incubacion, se pasé a observar las células en microscopio de
epifluorescencia con el filtro DSRED a un aumento de 10X. Seguido de esto, se tripsinizaron
las células con 400 ul de tripsina por pozo, se centrifugaron a 1600 rpm por 10 minutos, se
descartd el sobrenadante, se lavaron con 400 pl de PBS 1X, y se volvieron a centrifugar. Una
vez centrifugadas las células, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron en 100 ul de
buffer HBBS con yoduro de propidio (1/1000) para evaluar la viabilidad celular. Finalmente,
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se analizo la intensidad media de fluorescencia de los diferentes grupos experimentales
haciendo uso de un citometro BD FACSAria™ III Cell Sorter. Para analizar los resultados
obtenidos en citometria se utilizo6 el software FlowJo 10.8.1, y para el procesamiento de las
imagenes de epifluorescencia, Image J.

5.6 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GramPhad Prism. Los resultados de actividad
enzimatica en células HEK293 FT se analizaron por medio de una prueba T-Student. Por su
parte, los resultados de actividad enzimatica y masa lisosomal (intensidad media de
fluorescencia de LysoTracker Deep Red y GAGSs) en fibroblastos se analizaron por una prueba
ANOVA seguida de una prueba Tukey. Se aseguré la distribucion normal e igualdad de
varianza de los datos. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de confianza del 95% (p <
0,05).

6. Resultados

6.1 Validacion vector pSAM::NAGLU

El plasmido pSAM::NAGLU recibido presenta un tamafio de 12,8 kb, con una secuencia del
gen NAGLU de 2.319 pb, datos consistentes con los resultados obtenidos luego de la PCR
realizada con los cebadores NAGLU_Fw_USA y NAGLU_Rv_USA, en la cual se obtuvieron
2 productos, uno de aproximadamente 10 kb y el otro de unos 2,3 kb (Figura 6A). Estos
resultados confirman la presencia del gen NAGLU en el plasmido recibido del The Lundquist
Institute Harbor-UCLA Medical Center.

Posteriormente, para confirmar la funcionalidad de la proteina NAGLU, se hizo el respectivo
ensayo de actividad enzimatica en células HEK293FT con el sustrato 4-MUG, obteniendo
valores promedio de 2,36 U/mg de actividad en las células tratadas con el vector
pSAM::NAGLU y de 1,70 U/mg para las células tratadas unicamente con Lipofectamina 3000
(no tratadas), lo que equivale a un aumento del 66.6% de la actividad enzimatica de NAGLU
con respecto a las células no tratadas (Figura 6B), tras 48 h de la transfeccion. Este aumento
no fue estadisticamente significativo (p=0,1908).
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Figura 6. Validacion de vector pSAM::NAGLU por PCR, electroforesis y ensayo de
actividad enzimética. A) Gel de agarosa al 1% con productos de PCR amplificados con los
cebadores NAGLU_Fw_USA y NAGLU_Rv_USA. B) Actividad enzimética especifica de
NAGLU determinada en células HEK293 FT no tratadas y transfectadas con el plasmido
pSAM::NAGLU, 48 h luego del tratamiento (p=0,1908; n=3).

6.2 Clonaje de secuencia codificante del gen NAGLU en pJET1.2

El vector de clonacion pJET1.2/blunt es un plasmido comercial que pesa 2.974 pb que al
insertarle la secuencia del gen NAGLU proveniente del vector pSAM::NAGLU tiene un peso
final de 5.294 pb. Luego de realizar el proceso de ligacién con el kit CloneJET PCR Cloning
kit (ThermoFisher, #K1232) a partir del producto de PCR amplificado, haciendo uso de la
ligasa de ADN T4, y de obtener los clones recombinantes, se pasé a evaluar los clones positivos
con una PCR convencional utilizando los cebadores NAGLU_Fw_USA y NAGLU_Rv_USA.
Se obtuvieron 5 clones positivos para la amplificacion del gen NAGLU: 5, 6, 7, 8 y 9, con un
producto de PCR de 2,3 kb aproximadamente (Figura 7Ay B), lo que sugiere larecombinacion
del fragmento de ADN del gen NAGLU en el sitio maltiple de clonacion del vector pJET1.2.
Estos 5 clones positivos fueron analizados por secuenciacion Sanger (Macrogen) utilizando los
primers NAGLU _Fw_USA y NAGLU_Rv_USA. De los 5 clones unicamente el clon 7
present0 una secuencia del gen NAGLU consistente con el fragmento de NAGLU del vector
pSAM::NAGLU y contenia las secuencias respectivas para las enzimas de restriccion Mfel y
Mlul. De igual forma, esta presentd un % de identidad del 97% para las secuencias amplificadas
tanto en sentido forward como reverse segun el alineamiento realizado en BLAST (Figura
7C).
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Figura 7. Evaluacion de la clonacién de la secuencia del gen NAGLU en el vector pJET1.2.
A) Gel de agarosa al 1% con productos de PCR de los clones 1, 2, 3, 4, 7, 8, y 9 amplificados
con NAGLU_Fw_USA y NAGLU_Rv_USA. C-: control negativo. B) Gel de agarosa al 1%
con productos de PCR de los clones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 amplificados con los cebadores
NAGLU_Fw _USAy NAGLU_Rv_USA. C-: control negativo. C+: control positivo. El control
positivo corresponde al vector pPSAM::NAGLU. C) Resumen gréafico de la alineacion entre la
secuencia de NAGLU insertada en el vector pJET1.2 (linea roja) y la secuencia de NAGLU
presente en el vector pPSAM::NAGLU (Query, linea azul). La imagen superior corresponde al
alineamiento de la secuencia de NAGLU en el vector pJET1.2 amplificada con el cebador
NAGLU_Fw_USA. La imagen inferior corresponde al alineamiento de la secuencia de
NAGLU en el vector pJET1.2 amplificada con el cebador NAGLU_Rv_USA, obteniendo asi la
secuencia completa del inserto de NAGLU.

6.3 Subclonaje de secuencia codificante del gen NAGLU y validacion de vector
Donor AAVS1:NAGLU

El vector Donor AAVS1:Empty previamente disefiado y construido por Leal & Alméciga-Diaz
[35] fue obtenido a partir de una extraccion de ADN plasmidico de células de E. coli DH5a
transformadas. Tras la extraccion, se hizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para
confirma la misma. En la electroforesis se evidenciaron 3 bandas, una de un peso entre 3,0 y
4,0 kb, otra de aproximadamente 6,0 kb, y una ultima de mas de 10 kb, lo que sugiere la
extraccion del plasmido en 3 conformaciones: superenrollado, enrollado y relajado,
respectivamente (Figura 8A).

Por otra parte, una vez extraido el vector Donor AAVS1:Empty y confirmado la obtencion de
un clon recombinante (clon 7), se procedid a hacer la digestion enzimatica de ambos vectores
con las enzimas Mfel-HF y Mlul-HF para el posterior subclonaje de la secuencia del gen
NAGLU, obteniendo 3 productos de digestion para el clon 7 y 1 producto para el Donor
AAVS1:Empty. En la digestion del clon 7 se obtuvo un producto de aproximadamente 2,9 kb,
otro de 2,3 kb y uno dltimo de 0,5 kb (Figura 8B.1). Estos resultados reconfirman la insercion
del gen NAGLU en el vector pJET1.2, puesto que se puede afirmar que los productos de 2,9y
0,5 kb corresponden a fragmentos cortados del vector pJET1.2 y el producto de 2,3 kb al inserto
del gen NAGLU. Adicionalmente, el plasmido Donor AAVS1:Empty es un vector de 5.683 pb,
dato consistente con el Unico producto obtenido de la digestion enzimatica de dicho vector con
las enzimas Mfel-HF y Mlul-HF, el cual se encuentra entre los pesos 5,0 y 6,0 kb (Figura
8B.2).
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Figura 8. Subclonaje de secuencia codificante del gen NAGLU en Donor AAVS1:Empty
y validacion de Donor AAVS1:NAGLU. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con
productos de la extraccion de ADN del Donor AAVS1:Empty a partir del kit ZymoPURE™
Plasmid Miniprerp kit. B.1) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con productos de la
digestion enzimatica del clon recombinante No. 7 con las enzimas Mfel-HF y Mlul-HF. B.2)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% con el producto de la digestion enzimatica del vector
Donor AAVS1:Empty con Mfel-HF y Mlul-HF. C) Electroforesis en gel de agarosa al 1% con
productos de la digestion enzimatica de los clones recombinantes 1, 2, 3, 4y 5 con Mfel-HF y
Mlul-HF. D) Resumen gréafico de la alineacion entre la secuencia de NAGLU (linea roja)
insertada en el vector Donor AAVS1:NAGLU y la secuencia de NAGLU presente en el vector
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pSAM::NAGLU (Query, linea azul). La imagen superior corresponde al alineamiento de la
secuencia de NAGLU en el Donor AAVS1:Empty amplificada con el cebador CMV_F. La
imagen inferior corresponde al alineamiento de la secuencia de NAGLU en el Donor
AAVS1:Empty amplificada con el cebador EGFP_NR, obteniendo asi la secuencia completa
del inserto de NAGLU. E) Actividad enzimatica especificade NAGLU determinada en células
HEK?293 FT no tratadas y transfectadas con el plasmido Donor AAVS1:NAGLU, 48 h luego
del tratamiento (p=0,0365; n=3).

A partir de los productos de la digestion enzimatica (2,3 kb y 5,6 kb) se procedié a hacer la
respectiva subclonacion del inserto del gen NAGLU en el Donor AAVS1:Empty utilizando la
ligasa de ADN T4. Para confirmar la subclonacion se volvio a hacer una digestion enzimatica
de los productos de ligacion de cada clon transformante con las enzimas Mfel-HF y Mlul-HF,
obteniendo Unicamente un clon positivo para la recombinacion del gen NAGLU en el vector
Donor AAVS1:Empty. Este clon presentd un producto de aproximadamente 2,3 kb y otro mas
pesado de entre 5,0 y 6,0 kb, datos que concuerdan con los pesos del inserto del gen NAGLU y
el vector Donor AAVS1:Empty (Figura 8C).

Asimismo, para verificar la recombinacion exitosa del inserto del gen NAGLU en el vector
Donor AAVS1:Empty sin mutaciones potencialmente dafiinas, se analizo la secuencia de 2,3
kb por secuenciacion Sanger con los cebadores EGFP_NR y CMV_F, obteniendo una
secuencia consistente con la secuencia del gen NAGLU insertada en el plasmido
pSAM::NAGLU (Figura 8D), con un porcentaje de identidad de 97% para la secuencia
amplificada en sentido forward y de 99% para la amplificada en sentido reverse, luego del
alineamiento en BLAST.

Paralelamente al andlisis del vector Donor AAVS1:NAGLU por secuenciacion, se realizo un
ensayo de actividad enzimatica en células HEK293 FT para verificar la funcionalidad de la
proteina NAGLU, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0365) entre
los valores obtenidos para las células tratadas con el vector donante y las no tratadas. Hubo un
aumento del 86% de actividad NAGLU en las células tratadas con respecto a las no tratadas.
En promedio se obtuvo una actividad enzimatica especifica de 2,36 U/mg en las células tratadas
en comparacion con una actividad promedio de 1,50 U/mg en los controles negativos (Figura
8E).

6.4 Actividad enzimatica de NAGLU en fibroblastos de pacientes MPS 111B

Para evaluar si la transfeccion de fibroblastos MPS I11IB con CRISPR/nCas9 + Donor
AAVS1:NAGLU tenia algun efecto sobre la expresion de la proteina NAGLU se llevaron a
cabo ensayos de actividad enzimatica especifica. Como se observa en la Figura 9, hubo un
aumento estadisticamente significativo de la actividad de NAGLU tras 12 dias del tratamiento
con los vectores CRISPR/nCas9 y Donor AAVS1:NAGLU (p=0,0281), con un aumento de
6,91% con respecto a las células no tratadas. De igual forma, 30 dias post-transfeccion,
también se observd un aumento significativo de la actividad de NAGLU de células tratadas en
comparacion con las no tratadas (p=0,010), obteniendo un aumento de 14,97%. Este aumento
equivale al 71% de actividad NAGLU con respecto a los fibroblastos WT.

Asimismo, también se observé un incremento de 9,94% y 11,96% en la actividad enzimatica
de células tratadas unicamente con el vector Donor AAVS1:NAGLU con respecto a las células
no tratadas, 12 y 30 dias después de la transfeccion, con una diferencia estadisticamente
significativa de 0,042 y 0,038, respectivamente. Este resultado sugiere la retencién del vector
en las células por lo menos hasta 30 dias.
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Figura 9. Actividad enzimatica especifica de NAGLU en fibroblastos. Actividad enzimatica
especifica de NAGLU medida en fibroblastos WT, no tratados, tratados con Donor
AAVS1:NAGLU vy tratados con CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU pasados 12 y 30
dias luego de la transfeccion (n=3).

6.5 Acumulacion lisosomal en fibroblastos de pacientes MPS 111B

30 dias luego del tratamiento de edicion genética, se midio la masa lisosomal en fibroblastos
MPS 11IB y controles normales. Se observd una disminucion en el marcaje de células con
LysoTracker Deep Red en las células tratadas con CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU
(Figura 10A). Esto concuerda con la disminucion que se observé en la masa lisosomal
promedio de las células editadas con los dos vectores, aungue la diferencia en la intensidad
media de fluorescencia no haya sido significativa estadisticamente (p=0,132; n=3) entre las
células no tratadas y las tratadas con CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU (Figura 10B).
A su vez, se observo una disminucion en la tincion lisosomal de las células tratadas con ambos
vectores en comparacion con las no tratadas, visualizado por epifluorescencia (Figura 10D).
A pesar de esto, no se evidencié una normalizacion de los niveles de GAGs totales medidos en
el medio extracelular (Figura 10C). Cabe mencionar que los datos mostrados en la Figura
10C fueron calculados sin la normalizacion con el blanco.
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Figura 10. Acumulacion lisosomal en fibroblastos WT y MPS 11IB. A) Histograma
representativo de fibroblastos tefiidos con LysoTracker Deep Red luego de 30 dias de
tratamiento. Enfasis en el grupo de células editadas que disminuyé la fluorescencia de
LysoTracker Deep Red tras el tratamiento con CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU. B)
Masa lisosomal promedio de fibroblastos WT y MPS I11B tratados y no tratados luego de 30
dias de la edicién (n=3). C) GAGs totales medidos en el medio extracelular 30 dias post-
transfeccion (n=3). D) Imagenes fluorescentes de fibroblastos WT y MPS I11B tratados y no
tratados, 30 dias post-transfeccion. La fluorescencia roja indica el marcaje de compartimentos
acidicos (lisosomas) con LysoTracker Deep Red.
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7. Discusién

La MPS I1B es una enfermedad actualmente sin cura, por lo que los esfuerzos para desarrollar
un tratamiento lo mas efectivo posible se hacen muy importantes. La edicion genética es una
alternativa que permite la manipulacion directa del ADN o ARN de un organismo con el
potencial de poder afadir, eliminar y corregir genes basandose en la generacion de cortes de
doble cadena (DSBs), lo que la hace la opcion méas favorable para el estudio y tratamiento de
distintas enfermedades [6,14]. Estudios de terapia génica con CRISPR/Cas9 para el tratamiento
de MPS | 'y MPS IVA han demostrado producir un aumento considerable en la actividad
enzimatica de IDUA y GALNS, respectivamente, al igual que una disminucion en la masa
lisosomal en modelos tanto in vitro como in vivo [7,35]. Sin embargo, a la fecha no existen
estudios que evallen el uso de esta herramienta de edicion gendmica para el tratamiento de la
MPS HIB, por lo que el presente estudio es el primero en evaluar el uso de CRISPR/nCas9 para
el knock-in de un casete de expresion con el ADNc de la enzima NAGLU, en el locus AAVS1
del genoma humano, con el fin de dilucidar el potencial uso de esta herramienta como terapia
génica para el tratamiento de la MPS I11B.

Los primeros ensayos de actividad enzimatica tanto con pSAM::NAGLU como con Donor
AAVS1:NAGLU en células HEK293 FT demostraron la expresion del vector recombinante y
NAGLU funcional, con valores que superan el 50% de aumento de la actividad enzimatica para
ambos casos con respecto a los valores obtenidos para las células no tratadas (Figura 6B y 8E).
Estos datos, muestran el aumento de la actividad enziméatica de NAGLU y sugieren la exitosa
endocitosis del complejo liposoma/ADN en el proceso de transfeccion de las celulas y
consecuente transporte de informacion genética hasta el nucleo [42]. Dichos fenémenos
celulares pueden verse afectados dependiendo del tipo de célula, su estado de senescencia, o
cantidad de material exdgeno siendo introducido a la célula [36]. En este sentido, era
importante tener en cuenta estos factores para la transfeccion de fibroblastos enfermos con
CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU con el fin de conseguir una recombinacion exitosa,
ya que se esta hablando de la introduccion de dos vectores con informacion genética exdgena
a la célula. Se obtuvo una viabilidad celular > 75% para los fibroblastos transfectados (datos
no mostrados), dato relativamente bajo pero que indica un comportamiento normal de las
células al ser expuestas al estrés de una transfeccion [36,37]. No obstante, estas células
mostraron aumentos significativos de actividad enzimatica de NAGLU. Se puede afirmar que
la transfeccidn con el sistema CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU permitio el aumento
de la actividad enzimaética incluso hasta el 71% de los valores normales de actividad, en
comparacion con el 40% y 20% obtenidos por Leal y Alméciga-Diaz (MPS IVA), y Carvahlo
et al. (MPS 1), para la correccion de la actividad de GALNS e IDUA, respectivamente [7,35].
Estos resultados sugieren la exitosa insercion del gen NAGLU en el locus AAVS1 del genoma
humano y muy seguramente se obtuvieron debido a la utilizacion de la versién mutada de la
endonucleasa Cas9, nCas9, y a la presencia del promotor constitutivo CMV en el vector
donante. El locus AAVS1 del genoma humano ha sido reportado como un sitio seguro para la
insercion de transgenes al evitar que la respectiva insercién genere mutaciones en otros sitios
del ADN [45,46,47]. Adicionalmente, es un sitio transcripcionalmente activo que permite la
expresion robusta y estable de genes exdgenos [46,47]. Por su parte, la version mutada de la
Cas9 es una de las alternativas utilizada y reportada como efectiva para reducir los efectos off-
target que muchas veces se presentan durante la edicion genética con el sistema CRISPR/Cas9,

31



ademés de presentar una mayor eficiencia de corte que la Cas9 convencional [25,26,28].
Asimismo, el promotor CMV es un promotor constitutivo fuerte que permite altos niveles de
expresion de transgenes ademas de presentar propiedades enhancer/promoter y ser activo en
gran variedad de lineas celulares de mamiferos [38,39,40]. Si bien estos resultados son
prometedores, se considera indicado realizar ensayos adicionales como ensayos de estrés
oxidativo, estimacion de la frecuencia de correccion de las células, y medicion de la tasa de
doble corte generado por la endonucleasa nCas9 (ensayo T7), para dilucidar de manera mas
pertinente y especifica el efecto del tratamiento con CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU
sobre la correccion de las células hacia un fenotipo normal.

Por otra parte, la deficiencia de NAGLU en la MPS 111B genera la acumulacion del HS a nivel
lisosomal, aunque recientemente se ha discutido la paralela acumulacién de productos de
almacenamiento secundarios como GM2, GM3, citoquinas inflamatorias y especies reactivas
de oxigeno, lo que podria llevar a entender un poco mejor la afectacion a nivel del SNC [33].
En este sentido, lo que se busca con la recuperacion de la actividad enzimética a niveles
normales es la correcta degradacion del HS, una disminucion en el nimero y tamafio de los
lisosomas, y una recuperacion de las funciones normales de los productos mencionados
anteriormente. En cuanto a la acumulacion lisosomal, las células tratadas con CRISPR/nCas9
+ Donor AAVS1:NAGLU mostraron una disminucion en la masa lisosomal promedio con
respecto a las células no tratadas, y aunque esta fue una disminucion no estadisticamente
significativa, muestra una tendencia a recuperar los valores normales (Figura 10A, B, D). A
pesar de esto, no fue posible corroborar estos resultados con la medicion de GAGs totales ya
que los datos para este ensayo no mostraron la misma tendencia. Por el contrario, no hubo una
diferencia en la acumulacion de sustratos entre las células no tratadas y las células tratadas
(Donor AAVS1:NAGLU o CRISPR/nCas9 + Donor AAVS1:NAGLU). Estos resultados
sugieren que posiblemente la linea celular de fibroblastos GM002931 no acumula GAGs a
nivel extracelular. La mutacion puntual presentada en esta linea celular es la sustitucion de una
leucina por una prolina en el nucleétido 1073 del gen NAGLU [41]. Dicho esto, la localizacién
de la mutacion puede llegar a ser determinante a la hora de presentarse un fenotipo leve o
severo de la enfermedad, sugiriendo que posiblemente esta mutacion de cambio de sentido no
es lo suficientemente grave como para generar una deficiencia considerable de la enzima
NAGLU ni acumulacion de sustratos. Esto concuerda con los resultados obtenidos para la
actividad enzimatica de los fibroblastos no tratados (Figura 9) que, si bien es menor a la
actividad enzimatica de los fibroblastos WT, sigue siendo mayor a los valores reportados para
IDUA y GALNS [7,35]. Por otra parte, es importante resaltar que el sistema de principal
afeccion de la MPS 11IB es el SNC, por lo que seria oportuno realizar medicion de GAGs en
células neuronales, en las cuales previamente se ha reportado un aumento de masa lisosomal
[24].

8. Conclusiones

En el presente estudid se logré la construccion de un vector donante con el casete de expresion
con el ADNc de la enzima NAGLU, el aumento de la actividad enzimatica de la o-N-
acetilglucosaminidasa (NAGLU) y la disminucion parcial de la masa lisosomal en fibroblastos
de pacientes con MPS 1lIB luego de 30 dias del tratamiento con CRISPR/nCas9.
Adicionalmente, se logré concluir que la linea celular de fibroblastos GMO002931,
correspondiente a células de pacientes con MPS I1IB, no acumula GAGSs. Estos resultados son
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un primer indicativo de una leve mejora de las funciones celulares de los fibroblastos tratados
y una respuesta positiva a la implementacion de la herramienta genémica CRISPR/nCas9 a
nivel in vitro, lo que significa un primer acercamiento a una posible alternativa de tratamiento
curativo para los pacientes con mucopolisacaridosis 111B, enfermedad actualmente sin cura.
Este primer acercamiento a nivel in vitro abre el camino para posteriores investigaciones en
modelos avanzados in vitro, modelos animales o ensayos clinicos con el fin de profundizar en
el conocimiento del uso de esta herramienta sobre esta enfermedad, sus beneficios, ventajas y
riesgos. Se espera que con la informacion aportada en este documento se impulse el uso y la
aplicacion de este tipo de herramientas biotecnoldgicas y de edicion gendémica para
enfermedades genéticas similares, empezando por otras mucopolisacaridosis y enfermedades
de deposito lisosomal.
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