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Titulo del Trabajo:

Implementacion del sistema CRISPR/Casl3 para la degradacion del RNA mensgjero mutante de
ATXN7 de la ataxia espinocerebelosatipo 7

Titulodel Trabajo en Inglés:

Implementation of the CRISPR/Casl3 System for the Degradation of the Mutant ATXN7 RNA
Messenger of Spinocerebellar Ataxia Type 7

Area de Investigacion:

Genéticay Biologia Molecular

I ntroduccion:

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) es un raro trastorno neurodegenerativo autosémico
dominante caracterizado por ataxia progresiva y deterioro visual. Esta enfermedad ocurre debido a la
expansion de repetidos CAG en e gen ATXN7 la cua provoca que la proteina afectada tenga una
ganancia de funcion tdxica, causando € secuestro de diferentes moléculas. Debido a que la SCA7 es
una enfermedad incurable, existe la necesidad de desarrollar terapias mas efectivas para su tratamiento.
Es por esto que este trabajo pretende desarrollar un sistema que degrade el ARN mensgjero mutado de
SCA7 usando el sistema CRISPR Cas13 en fibroblastos derivados de pacientes con SCA7.

Objetivo:

Implementar un método de degradacion del ARN mensgjero mutante de ATXN7 utilizando el sistema
CRISPR/Casl3aatravés de un sistema lentiviral

M etodologia:

Se utilizaron fibroblastos humanos control (GM03440) y de SCA7 (GM03561) adquiridos del Coriell
Institute for Medical Research. Mediante PCR se analiz6 la presencia del SNP rs3774729, previamente
asociado con la mutacion de SCA7 y se confirmé la presencia de la mutacién en los fibroblastos de
SCA7 GMO03561. Se disefiaron y clonaron en un sistema lentivira crRNAs dirigidos a 3 diferentes
regiones del transcrito de ATXN7: 1) laregién de repetidos CAG, 2) laregion del SNP rs3774729 y 3)
la regién més accesible determinada in silico. Al mismo tiempo, se generd una linea estable que
expresa la proteina LwCasl3a en los fibroblastos GM03561. La expresion de LwCasl3a se confirmé
mediante fluorescencia y western blot. Finalmente, se infectd dicha linea estable con los vectores que
contienen los distintos sgRNASs y se estandarizé una RT-gPCR para la deteccion de la expresién del
transcrito de ATXN7 mutante.

Resultados:

Se determind la presencia del SNP rs3774729 y de la mutacion de SCA7 (54 repetidos CAG) en los
fibroblastos GM 03561 y laausenciadel SNPy de la mutacién en los fibroblastos control GM03440. Se
ligaron correctamente los 3 crRNAS del sistema de degradacion CRISPR/Casl3a en vectores de
expresion lentiviral, estas clonaciones se verificaron mediante secuenciacion. Adicionalmente, se
detect6 en el cultivo de fibroblastos GM 03561 |a expresion de la nucleasa Casl3aluego de lainfeccion
lentiviral. También se estandariz6 la técnica de RT-qPCR para evaluar los niveles de transcrito de
ATXNTY en fibroblastos de SCA7.



Conclusiones:

Se generaron los componentes del sistema CRISPR/Casl3a mediante expresion lentiviral en una linea
de fibroblastos humanos con SCA7. Deigua manera, identificamos la presenciadel SNP rs3774729 en
los fibroblastos GM03561, lo cual nos permitira evaluar la especificidad del sistema CRISPR/Casl3a
sobre el RNA mensajero mutante de SCA7.



