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UAM-I|
RESUMEN

Introduccidon. Desde la identificacién del Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo
1 (VIH-1) y del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA); se ha desarrollado
un gran namero de estrategias para combatir la infeccion, entre las cuales destaca
por su eficacia el uso de los farmacos antirretrovirales. La terapia antirretroviral
combinada (TARc) ha tenido un gran impacto en el tratamiento de la infeccién por el
VIH-1; sin embargo, los problemas persistentes durante la infeccion, como la
inflamacion crénica, la activacion inmunolégica persistente, la formacion del
reservorio, la latencia viral, la resistencia y los efectos secundarios de los
antirretrovirales, han conducido al disefio de nuevas estrategias dirigidas a erradicar
al reservorio viral. La edicion del genoma mediante el sistema CRISPR/Cas9 se ha
convertido en una herramienta eficaz para eliminar la infeccion por VIH-1 o para
prevenir su replicacion, debido a su facil programaciéon que depende de un ARN guia
(ARNQ) que le permite identificar a una secuencia especifica del ADN e inducir un
corte doble. Ademas, cuando se seleccionan a mas de un ARNg se puede escindir
al ADN en varios fragmentos. No obstante, existen riesgos inherentes a la edicion
génica como la posibilidad de inducir mutaciones inespecificas y que limitan la
aplicacion de estas estrategias moleculares en humanos, hasta establecer protocolos
seguros. La seleccibn de blancos especificos mediante el uso de programas
bioinformaticos y la induccién de mutaciones Unicamente en las células infectadas,
pueden ayudar a que la terapia génica basada en CRISPR/Cas9 sea segura, facil y

personalizada, evitando poner en riesgo la integridad de las células sanas.
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Objetivo. Controlar la expresion de Cas9 con las secuencias reguladoras LTR, INS
y RRE, e inducir su expresion en presencia del virus y dirigir mutaciones a los genes

reguladores tat y rev para autorregular al sistema e inactivar al VIH-1.

Metodologia. En este estudio, se aislaron las secuencias reguladoras LTR, INS y
RRE del VIH-1 y se usaron para controlar la expresion de Cas9 en células HEK293.
Se disefiaron ARNg para inducir mutaciones en las regiones conservadas de los
genes reguladores tat y rev del VIH-1. Para verificar el efecto de los ARNg en la
replicacion viral, se evalu6 el sistema pLCI-ARNg disefiado en un modelo de

particulas de VIH-1 pseudotipado con VSV-G.

Resultados. Se demostrd la autorregulacion de la expresion del gen de Cas9 en
presencia de las proteinas virales Tat y Rev y se comprobd la escisién de un
fragmento de 2500 pb con una eficiencia del 90% y que incluye a los genes tat, rev y
env del VIH-1. La concentracion de la proteina p24 de la capside viral en
sobrenadantes de cultivo disminuyd hasta niveles indetectables cuantificados por un
ensayo de ELISA, lo que sugiere la cura funcional del cultivo celular. Los ARNg
disefiados confieren proteccion a las células en presencia del VIH-1, manteniendo la

viabilidad y la proliferacion celular.

Conclusiones. Se desarroll6 una estrategia efectiva para regular la expresion de
Cas9 cuya activacion depende de las proteinas virales Tat y Rev mediante la adicion
de las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE del VIH-1, ademéas de la

autorregulacién proporcionada por los ARNg. La edicion multiple dirigida a los genes
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tat y rev sugiere que es una estrategia confiable y precisa para eliminar la infeccion in

vitro por el VIH-1 y cuyo efecto se restringe a las células infectadas.

INCMNSZ | Resumen



INDICE GENERAL

MIeMDIOS del JUIAAO .......eeeiiiiie e i
Miembros del COMItE TULOTAL.............oooiiiiiiee e e ii
ST U 4= o 1RSSR iv
1R Lo TT=X o L= L= €= IR Vil
gL [ToT=X L=l AT U L= Y X
INAICE TE LADIAS ...ttt ettt et ee e Xiii
el Ao To [V T o3 0] o HPS PP PURPRP 1
Terapia génica para lainfeccion por VIH-1.........ccccooiiiiiiiiieeee e 2
SiStemMa CRISPR/CAS......cooi ittt e e e e nnrae e 4
Inactivacion del genoma del VIH-1 por CRISPR/CaS9 ........cccccovvviiiiiiiiiiiieeenne 6
Control de la expresion génica del VIH-1.......cocoooiiiiiniiniiee e 14
JUSTIFICACION ..ottt et s s 20
HIPOTESIS ...ttt sttt bbb 21
OBJETIVO GENERAL ...ttt ettt ettt ettt e e nbae e e snnee e 21
OBJETIVOS PARTICULARES ... ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e eanannnnnns 21
MATERIAL Y METODOS ..ottt 23
MATERIAL .o e et e e e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e eeennanns 23
1.-LiNEAS CEIUIAIES........cveeeee e e e e e e e 23

e = T Tod (=] - 1 SRR 24

G T o = 1 1 ] o oSSR 24
4.-Estuches para la extraccion y purificacion del ADN ..........ccccooveeiieiiiieniieenee. 26

I ® o To] o108 Twi1=To 1o [0 1S RSP 27

B.- ENZIMAS....coii i e e e e e e e e as 27

7= ANTICUBTIPOS ...ttt e e e e e e e e e et e e e e et e e e e e e e anbaeeeeesannreeeeas 28

INCMNSZ | indice GENERAL



IMETODOS ...t esete st esee e ss e es et e st s s e ee e 30
Diseflo de oligonUCIEOtIOS..........cccoiiiiiiiee e 30
Obtencidn de las secuencias reguladoras..........c.occeiieeereeeniee e 33
Preparaciéon del medio de cultivo RPMI 1640® suplementado..............ccceeeeeenn. 34
CUltivo de CEIUIAS BES ......ooiiiiieieieie ettt 34
Obtencidon del promotor LTR del VIH-1 ... 35
Obtencion de la secuencia INS-RRE-LTR3 ... 36
Fusion de productos de PCR .........ooiiiiiiiiie et 37
Transformacion de bacterias E. coli por choque termico. .........ccccceeeevviveeeeeeennnee, 38
Obtencion de los plasmidos pLTRS’, pIRL y PLCI .........cocccueeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 39
Cambio del promotor CAG POr €l LTRS ...t 39
Cambio de la sefal de poliadenilacion por la secuencia IRL a los plasmidos
PCAGCASO Y P-LTR e e e e 41
Secuenciacion de pLTRS, PIRL Y PLCL....ooiiiiiiiiieie e 42
ANAliSiS de 1a SECUBNCIACION.......cciiiiii it eraee e 42
DiSEN0 A€ 10S ARNG......cuiiiiiei et e e e e e e e e e e e snrae e e e e e ssnaeeaeeanns 42
Reprogramacion del pIASMIdO LCl.........cooiiiiiiieeee e 43
Evaluacién de las secuencias reguladoras LTR € IRL ......cocoeeiiiiiiiniiin e 46
Preparacion del medio de cultivo DMEM® suplementado ........ccccceccvveeeiiveeennnen. 47
Cultivo de células HEK293 ...ttt 48
Procedimiento de la transfeccion de las células HEK293 .............cccooiiiiiieinenns 48
WESTEIN BlOT ...ttt ettt e ba e e e s enbeee e 50
Viabilidad CEIUIAT ..........ooiii e 54
Ensayo de Cristal VIOIEta ...........oeeviiiiiiiiiicceee e 54
Andlisis de citometria de flUujO........ccuveii e 55
Infeccion de 1as CEIUIAS MT2 ......coo i e 56
Determinacion del antigeno p24 de la capside viral .........ccccceveeiiieniineiieennenns 56

FAN g F= LTS RS ] = Vo 1153 (o o J RS OS 57

RESULTADOS ...ttt sttt e st e et e e s e e asteeanbe e e seeessteeaseeesnbeeenneeennneens 58

INCMNSZ | indice GENERAL



Obtencion de las secuencias reguladoras LTR, INSy RRE del VIH-1 ................... 58
Doble UniON POr PCR ...ttt e e e e e e e nnnaae e e e 59
Construccion del pIASMIdO PLTR ...ooiiiiiiee e 63
Construccion de los plasmidos pPIRL Y PLCI.......eoeiiiiiiiieeeeceee e 64
Analisis de la secuencia del promotor LTRSS .............c.ccccoovieiiiiiiiiiiiiiiiieee e 65
ANAlisis de 1a SECUBNCIA INS .......oooiiii e 69
Andlisis de la secuencia RRE ..........c..oove oo 72
Analisis de 1a SecUENCIA LTR3 ...........uueiie et 73
Estructura de 10S PIASMITOS ........ooeiiiiiiiiee e 74

Evaluacion del control de la expresion génica por las secuencias LTR e IRL........ 74
Curva de titulacion de los plasmidos pLClYy pCV1.....ccoveiiiiiiiieeeecceeeee e 79

Inhibicion de la expresion de GFP por 10S ARNG.......coociiiiiiiiiiiiiie e 81

Inhibicion de la replicacion del VIH-1 por ARNG ......coviiiiieiiiiie e 85
LY 4T o] 11T =T SRRSO 91
Ensayo de infeCCiON de MT2 .......ooii i 95

] ST 01 [ TR 97
(0] 8 [od 1117 0] 1= RS 104
BIBLIOGRAFIA ..ottt 105

INCMNSZ | B



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura general del sistema CRISPR/Cas9.
Figura 2. Estructura general del genoma del VIH-1.
Figura 3. Resumen de ARNg dirigidos al LTR5’ del VIH-1.

5
8

Figura 4. Principales blancos génicos para el VIH-1. 12
Figura 5. Estrategias de edicién del genoma viral por Cas9. 13
Figura 6. Representacion esquematica del promotor LTR del VIH-1. 15
Figura 7. Regulacion de la expresion génica del VIH-1. 17
Figura 8. Esquema de la regulacién propuesta. 19
Figura 9. Disefio experimental 29

Figura 10. Caracteristicas de los oligonucleoétidos disefiados para la amplificacion del
promotor LTR del VIH-1. 30
Figura 11. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para la amplificacion de
las secuencias reguladoras INS, RRE y LTR3’ del VIH-1. 32
Figura 12. Estructura y alineamiento de los oligonucle6tidos para programar el ARNg
en el plasmido PX458. 44
Figura 13. Esquematizacién de la estrategia para comprobar la programacion del
plasmido LCI con la secuencia de los ARNg. 45
Figura 14. Esquema que indica la posicion de los ARNg en los exones de los genes
taty rev y la posicién en la que se unen los anticuerpos monoclonales Anti-Tat y Anti-
Rev. 51
Figura 15. Esquema que indica la posicion de los ARNg dirigidos contra los genes
tat y rev y el sitio de union de los oligonucledtidos usados para amplificar y
secuenciar a los genes tat y rev del VIH-1. 53
Figura 16. Estrategia para obtener las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del
VIH-1. 59
Figura 17. Disefio de la estrategia para la fusién de productos por PCR. 60
Figura 18. Fusion de productos de PCR correspondientes a las secuencias
reguladoras INS, RRE y LTR3'. 61
Figura 19. Comprobacion de la identidad del producto IRL. 62

INCMNSZ | indice de figuras



Figura 20. Construccion del plasmido pLTR. 63
Figura 21. Construccion de los plasmidos pIRL y pLCI. 64
Figura 22. Alineamiento de la secuencia de referencia correspondiente al LTR. 66
Figura 23. Analisis de las mutaciones del promotor LTRS’. 67
Figura 24. Prediccion de la estructura secundaria de la secuencia TAR. 68
Figura 25. Mutaciones encontradas en la secuencia IRL. 70
Figura 26. Alineamiento de la secuencia INS. 71
Figura 27. Estructura secundaria del RRE. 72
Figura 28. Estructura secundaria de la sefal de poliadenilacion. 73
Figura 29. Representacion esquematica de la estructura de los plasmidos. 74

Figura 30. Inhibicién de la expresion génica por las secuencias reguladoras LTR,
INS y RRE. 76
Figura 31. Regulacion de la expresion génica por las proteinas Tat y Rev. 77
Figura 32. Regulacion del gen GFP dependiente de la presencia de las proteinas Tat

y Rev. 79
Figura 33. Reactivacion de la expresion de GFP dependiente de la concentracion de
pCV1. 80
Figura 34. Secuencias de los ARNg para la inactivaciéon de los genes tat y rev del
VIH-1. 81
Figura 35. Programacion de las secuencias de los ARNg en pLCI. 82
Figura 36. Inhibicion de la expresion del gen GFP por los ARNg. 84
Figura 37. Produccion del VIH-1 pseudotipado con VSV-G. 85
Figura 38. Inhibicion de la replicacion del VIH-1 por los ARNg. 86
Figura 39. Escisién del genoma viral por los ARNg. 88

Figura 40. Grafica que representa el porcentaje de plasmidos que contienen los
productos de PCR de 444 pb, 558 pb y 3000 pb que se obtuvieron por el efecto de
los ARNg1-3. 89
Figura 41. Secuencia representativa del corte del genoma viral por los ARNg. 90
Figura 42. Imagenes de las células HEK293 transfectadas con los plasmidos pLClI,
pLCI-ARNg1-3, pLCI-ARNg1-3 /pNL4-3/pVSVG y pLCI/pNL4-3/pVSVG. 92

INCMNSZ | indice de figuras



Figura 43. La transfeccion de pLCI-ARNg 1-3 no mostr6 cambios en la viabilidad

celular y protege a las células de la muerte causada por el virus codificado en pNL4-

3. 93
Figura 44. Ensayos de viabilidad celular. 94
Figura 45. Ensayo de infeccion en células MT2. 96

Figura 46. Representacion esquematica de la regulacion de la expresion de Cas9 y
GFP mediada por Taty Rev. 103

INCMNSZ | indice de figuras



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleotidos disefiados para la
obtencion del LTR. 30
Tabla 2. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la
amplificacion de las secuencias reguladoras. 31
Tabla 3. Secuencias y caracteristicas de los oligonucle6tidos adicionales para la
amplificacion, verificacién y secuenciacion. 33
Tabla 4. Oligonucleotidos usados para obtener los pre amplificados de las
secuencias INS, RRE y LTR3". 36
Tabla 5 Oligonucledtidos usados para obtener las secuencias INS, RRE y LTR3'. 37
Tabla 6. Oligonucleétidos usados para la secuenciacion de pJetLTR y pJetIRL. 42
Tabla 7. Oligonucleétidos que contienen las secuencias de los ARNg usados para
programar pLCI. 44
Tabla 8. Oligonucle6tidos usados para la comprobacion del pladsmido LCI
programado con la secuencia de los ARNg. 45

Tabla 9. Plasmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar la

regulacion de las secuencias LTR, INS y RRE. 49
Tabla 10. Concentraciones usadas para evaluar la sensibilidad de los plasmidos
pLCly pCV1. 49
Tabla 11. Plasmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar el
efecto de los ARNg (1-3) con pCV1. 50

Tabla 12. Plasmidos usados para evaluar el efecto de los ARNg (1-3) con pNL4-3.
Se indican las concentraciones de los plasmidos usados para transfectar a las
células HEK293. 52
Tabla 13. Secuencia de los oligonucleétidos usados para amplificar y secuenciar los

genes taty rev del VIH-1. 53.

INCMNSZ | indice de tablas



UAM-I|

INTRODUCCION

La infeccién por el Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) y el Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) que produce, continan siendo un problema
de salud importante a nivel mundial a pesar de los avances significativos en el

diagnéstico, la prevencion y en el tratamiento de la enfermedad.

La terapia antirretroviral combinada (TARc) ha sido muy efectiva para controlar la
replicacion del VIH-1 y tiene un efecto favorable en el prondstico de la enfermedad.
(Egger, y col., 2002; Dash y col., 2020). Esta bien documentado que la TARc
disminuye eficazmente la carga viral plasmatica, lo que permite restaurar a un nivel
suboptimo la poblacion de los linfocitos TCD4+, manteniendo una infeccidn cronica y
latente controlada. Sin embargo, aun con la TARc se mantiene una viremia residual
en el plasma que puede variar entre 1-39 copias/ml (Chen y col., 2013) y que puede
contribuir a la estabilidad del reservorio, de tal forma que el virus permanece latente

en el organismo (Blankson y col., 2002).

Cabe destacar que el establecimiento del reservorio viral es determinante para la
progresion de la enfermedad, ya que una vez que se retira el tratamiento, la carga
viral aumenta en unas pocas semanas, a niveles similares a los que presentan los
pacientes virgenes al tratamiento antirretroviral (Imamichi y col., 2001). Si se toma

en cuenta la vida media de las células TCD4+ con infeccion latente, se estima que se
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necesitarian alrededor de 60 afios para agotar al reservorio viral principal (Siliciano y

col., 2003).

Debido a que el tratamiento antirretroviral no logra una cura permanente de la
infeccion por el VIH-1, al no poder eliminar al provirus que permanece en estado de
latencia y a los problemas persistentes durante la infeccidn como son la activacion
inmunoldgica y la inflamacion crénica, asi como la resistencia a los antirretrovirales y
sus efectos secundarios, se han desarrollado nuevas estrategias moleculares
encaminadas a erradicar al virus integrado para lograr una cura funcional o

esterilizante.

Terapia génica para la infeccion por VIH-1
En los ultimos afios, la terapia génica ha surgido como una alternativa al uso de los
farmacos antirretrovirales (Pernet y col., 2016). Idealmente este tipo de terapia debe
dirigirse a células progenitoras hematopoyéticas humanas, para producir un sistema
inmune con multiples linajes resistentes al VIH, que sean capaces de colonizar la
sangre y los tejidos, para sustituir a las poblaciones celulares susceptibles a la
infeccion (Pernet y col., 2016). Sin embargo, es necesario establecer un protocolo

seguro y facil de aplicar, que no presente ningun riesgo para la persona infectada.

Una alternativa de terapia génica para tratar la infeccién por VIH-1 es el uso de los
ARNs de interferencia (ARNi) que inducen la degradacion especifica de las
secuencias de los ARNm virales (Fire y col., 1998). Esta estrategia ha sido probada

in vitro y se ha demostrado que los ARNi dirigidos a los ARNm virales, producen
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células T resistentes al VIH-1 (ter Brake y col., 2009), en ensayos clinicos realizados
en humanos (Levine y col., 2006). Se ha descrito que el uso de hasta tres ARNI
dirigidos a los ARNm de los genes virales disminuye eficazmente la replicacion viral
sin causar toxicidad celular (Centlivre y col., 2013). Sin embargo, la degradacion
incompleta de los ARNm o la fijacién de las mutaciones en el genoma viral impide

gue los ARNi sean eficaces a largo plazo.

Otras investigaciones se han enfocado en los sistemas de trasplante de células
madre deficientes en el correceptor para el VIH-1, CCR5 (Allers y col., 2011) o en la
edicion del genoma con el uso de la Nucleasa con dedos de Zinc (ZFNs) o con la
nucleasa con actividad similar a activador de transcripcién (TALENS), para inducir
mutaciones en los correceptores CXCR4 o CCR5, ofreciendo alternativas
prometedoras (Yuan y col., 2012; Perez y col., 2008; Tebas y col., 2014; Ye y col.,

2014). Sin embargo, la programacion de estas nucleasas es compleja.

Recientemente, el sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats/CRISPR-associated (CRISPR/Cas) ha mejorado significativamente la
perspectiva del uso de la terapia génica para el tratamiento de diversas
enfermedades, ya que permite inducir mutaciones dirigidas a un blanco especifico o
incluso la extraccién del genoma viral completo. Estas caracteristicas brindan la
posibilidad de establecer terapias personalizadas utilizando un sistema de entrega

relativamente sencillo (Liang y col., 2016).
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Sistema CRISPR/Cas9

Las bacterias y las arqueas han desarrollado un sistema inmune adaptativo como
defensa ante las infecciones de fagos u otros virus. Este sistema se ha encontrado
en aproximadamente el 40% de las bacterias y en el 90% del genoma de las arqueas
y se denomina CRISPR/Cas (Grissa y col., 2007). Su mecanismo de accion se basa
en una nucleasa (Cas) capaz de realizar cortes al ADN de doble cadena y que esta
dirigida por un ARN guia CRISPR-ARN (crARN) programable (Terns y col., 2011).
Existen mas de 40 familias diferentes de proteinas Cas que se clasifican en tres tipos
[, 11'y Ill (Makarova y col., 2011). CRISPR/Cas del tipo Il necesita s6lo a la proteina
Cas9 que contiene un dominio de nucleasa HNH y un dominio similar a la nucleasa

RuvC (Jinek y col., 2012).

El sistema CRISPR/Cas9 requiere de un crARN combinado con un crARN
transactivador (tracrARN) que es parcialmente complementario a crARN para formar
un complejo crARN-tracrARN capaz de guiar a Cas9 al sitio blanco, donde se
requiere de un pequefio motivo denominado PAM, cuya secuencia puede variar de 2-
4 nucledtidos y que es esencial para que el sistema de edicion no realice cortes
indeseables (Zhang y col., 2014). El sistema CRISPR/Cas9 méas comunmente
empleado pertenece a Streptococcus pyogenes con la secuencia PAM de tres
nucledtidos “NGG” donde N es cualquier nucledtido (Horvath y col., 2008; Jinek y
col., 2012). Este sistema ha sido modificado para que la edicién del genoma sea mas
facil y eficiente de tal forma que los ARN guia (ARNg) sean ARN quiméricos que

contienen todos los componentes esenciales del crARN y tracrARN en una sola
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hebra y puedan ser programados para cualquier blanco (Jinek y col., 2012). En el
nacleo de la célula, Cas9, el ARNg y el ADN diana forman un complejo. Los dominios
HNH y RuvC de Cas9 cortan al ADN de doble cadena y ocurre un mecanismo de
reparacion por recombinacion homodloga (HDR) o por union de extremos no

homologos (NHEJ). (Tsai y col., 2016 ) (Figura 1)

CRISPR/Cas9

ARNg\ UUOG%({Q

i UUGAAAAAGU Cas9
C
Secuencia programable UAU"JGCC"JGAUCGG
\ Az@m G W A Dominio de
5 W et nucleasa
||||||||||||||||||| . HNH
N NNN NNNNNNNNNNTI "\. ________ i
3 NNNNNNNNNNNNNNNNNNNI\I“l NNNNNNNNNNNNNNNNNN 5
||||||||I||||||||I| ||||I|I|||||||
5’ NNNNNNNNNNNNNN NNNNNN GGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 3’
NNNNNNNNNNNNNNNN%
L
Protoespaao Y Dominio de
Pl Tucleasa RuvC

Figura 1. Estructura general del sistema CRISPR/Cas9 modificado para su aplicacion. El sistema CRISPR/Cas9
esta constituido por la nucleasa Cas9 asociada con un ARNg quimérico. Se indica en amarillo la secuencia
programable, el protoespacio representa la secuencia blanco y la secuencia PAM (motivo adyacente al
protoespacio) “NGG” que permite el corte de Cas9 en ambas cadenas.

CRISPR/Cas9 es una herramienta util, versatil y robusta que permite identificar a
blancos genéticos e inducir mutaciones de manera precisa, asi como la regulacion de
la expresion génica en una célula sana o con alteraciones producidas por patégenos

como los virus (Zhang y col., 2014). El sistema CRISPR/Cas9 puede ser codificado
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en plasmidos que expresan Cas9 y el ARNg, para inducir modificaciones genéticas
especificas en las células humanas e incluso inducir mutaciones en células madre
pluripotenciales (Jinek y col., 2013; Hou y col., 2013). Recientemente CRISPR/Cas9
ha sido utilizado para erradicar la infeccion latente del VIH-1, dando como resultado
la inhibicion de la replicacién viral o incluso su escision parcial o total del genoma

celular.

Inactivacion del genoma del VIH-1 por CRISPR/Cas9

El VIH-1 es un retrovirus que se caracteriza por la transcripcion reversa del genoma
del ARN viral en ADN de doble cadena (ADNdCc) y su integracion en el genoma de la
célula hospedera, constituyendo la forma proviral. EI genoma del VIH-1 esta
compuesto de dos copias de ARN de cadena sencilla lineal, de polaridad positiva,
con aproximadamente 9.8 kb, flanqueado por dos secuencias terminales repetidas
(LTR) homologas. El genoma viral codifica para 9 genes que producen 15 proteinas
(Danielson y col., 2009). Consta de tres genes constitutivos principales, gag que
codifica para las proteinas de la matriz y de la capside; env codifica para las
proteinas de la envoltura (gp120 y gp41); pol codifica para las enzimas transcriptasa
reversa, proteasa e integrasa, cuatro genes accesorios vif, vpr, vpu, y nef y dos
genes reguladores tat y rev, necesarios para la replicacion del virus (Figura 2)

(Frankel y Joung., 1998).
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Figura 2. Estructura general del genoma del VIH-1, en rectangulos blancos se indican las secuencias
correspondientes a los LTR y en azul los genes del VIH-1.

Uno de los blancos més utilizados y consistentes en los estudios realizados con el
sistema CRISPR/Cas9 para erradicar al provirus latente, ha sido el promotor LTR
(Figura 3), debido a que esta secuencia es capaz de regular la expresion génica y se
encuentra flanqueando al genoma viral en los extremos 5’ y 3'. Cabe destacar que el
LTR5’ y el LTR3’ son secuencias homaologas y el dirigir un ARNg en una de estas
regiones conduce a un doble rompimiento del ADN que puede traer como
consecuencia la delecion de casi todo el genoma proviral, y con ello la erradicacion
de la infeccion. Asimismo, al usar uno o dos ARNg que no tengan secuencias
homologas en el genoma celular, se pueden reducir los efectos de la edicién génica

en blancos inespecificos.

INCMNSZ | Introduccion



|
g

Polyn

£aad
25585

Cas9

| | SI |

w o

: - fR ¥ us §
[Hu etal., 2013] e -
[Yoder and Bundschuh, 2016] 3
[Lizo et al., 2015] - =2 — _— = = -
[Wang et al, 2016] == = S — ] e

-
[Zhu etal , 2015] = e =
[Kaminski et al., 2016 ] [Hu et al, 2013 | = =
[Kaminski et al., 2016] -
[Choi et al., 2016] —
[Ueda et al., 2016] —
[Wang et al, 2016] ‘ T
ARNg para la escision del ARNg para mutar
genoma viral secuencias reguladoras

Figura 3. Resumen de ARNg dirigidos al LTR5’ del VIH-1. Se muestran con flechas rojas la posicion y la direccion
de los ARNg para inactivar al promotor del VIH-1; en rectangulos color verde se muestran los ARNg usados para
la escision del genoma viral completo; en color azul se indican los ARNg dirigidos a las secuencias reguladoras
del promotor del VIH-1 y en color gris oscuro se indican los ARNg que han inducido la apariciéon de variantes
resistentes a Cas9.

Desde el 2013 se han desarrollado diversas estrategias de edicion del genoma del
VIH-1 con el sistema CRISPR/Cas9 utilizando como blanco al LTR (Ebina y col.,
2013). En el 2014 Kalili y colaboradores demostraron que la extraccién del genoma
proviral de las células infectadas es posible usando como blanco al LTR 5'y 3’, tanto
en lineas celulares, asi como en cultivos primarios y mas recientemente en modelos
de animales transgénicos, entregando el sistema CRISPR/Cas9 con uso de la
transfeccion hasta la transduccion con vectores lentivirales y adenovirales. (Hu y col.,

2014; Kaminski y col., 2016a; Kaminski y col., 2016b; Kaminski y col., 2016c).

Por otra parte, Wang y colaboradores en el 2016 reportaron que la edicion génica

realizada por CRISPR/Cas9 con ARNg dirigidos a las secuencias menos
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conservadas del virus como la region U3 del LTR, dio origen al surgimiento de
mutaciones de escape en tiempos cortos (10 a 15 dias), en comparacién con

secuencias codificantes mas conservadas (hasta 40 dias) (Wang y col., 2016c).

Se ha encontrado que la variacion genética del promotor LTR disminuye debido a la
administracion de la terapia antirretroviral sin embargo, pueden surgir hasta 20
mutaciones por afio (Dampier y col., 2014; Dampier y col., 2016). Esta evidencia
sugiere que para la estrategia de escision del genoma del VIH-1 deben ser
disefiados varios ARNg dirigidos al LTR, con el fin de lograr una escisiébn completa
de todas las cuasiespecies del genoma proviral en pacientes con TARc. Sin
embargo, la estrategia de entrega del sistema a todas las células que forman parte
del reservorio seria complicada y no se podria garantizar su aplicacion a todos los
pacientes. También es importante considerar la actividad de los ARNg y la

posibilidad de editar blancos inespecificos (Dampier y col., 2014, Ishida y col., 2015).

Otras investigaciones se han enfocado en dirigir los ARNg a secuencias no
codificantes del LTR, con funciones esenciales en la replicacién viral, asi como en
secuencias necesarias para la exportacion nuclear. Tomando en cuenta la
importancia de las secuencias de regulaciéon como el promotor LTR, TAR y RRE, se
han dirigido mutaciones para alterar su funcién y obtener como resultado una
inhibicion de la replicacion viral como lo han demostrado varios grupos de
investigacion. Ebina H. y colaboradores en el 2013, demostraron que a través de
varias transfecciones secuenciales del sistema CRISPR/Cas9 y ARNg dirigidos a

secuencias de unién a NFxB y a la region TAR en las regiones U3 y R del LTR
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respectivamente, indujeron una desregularizacion en la actividad del promotor
llevando a la baja la expresion de un gen reportero (Ebina y col., 2013). Asimismo,
Yoder y colaboradores en el 2016 encontraron que las mutaciones dirigidas a las
secuencias TATA, TAR y RRE, disminuyen la expresion de los genes virales, asi
como la exportacion de los mensajeros del nucleo al reticulo endoplasmico para su
posterior traduccién. Sin embargo, también encontraron que las mutaciones
inducidas daban lugar a la fijacion de mutaciones de escape y por consecuencia, a la
formacion de variantes virales resistentes a la edicion de Cas9 en un lapso de tiempo
de 8 a 12 dias después de la infeccion con dos cepas virales con distinta cinética de
replicacion. Ademas, sus resultados no mostraron evidencia de que los ARNg
dirigidos a los LTRs indujeran una delecion eficiente del genoma proviral como lo
sugiere el grupo de Kalili (Yoder y col., 2016). Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Canver y colaboradores, quienes mostraron que existe una relacion
inversamente proporcional entre la frecuencia de escision, con el tamafio del
fragmento eliminado, es decir, a mayor distancia a la que se encuentren dos ARNg,
la frecuencia de delecién es menor (Canver y col., 2017). Por lo tanto, las deleciones
pequefias del genoma viral podrian ser mas eficientes y conducir a un mejor control

de la replicacion del virus.

Por otro lado, Yoder y Bundschuh sugieren que las mutaciones dirigidas a
secuencias reguladoras no codificantes, no son tan eficientes para controlar la
replicacion viral por tiempo prolongado (Yoder y Bundschuh, 2016). Wang G y

colaboradores en el 2016, encontraron resultados similares al realizar las mutaciones
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dirigidas al LTR obteniendo como resultado un control ineficiente en la replicacion
viral, en contraste con las mutaciones dirigidas a regiones codificantes conservadas
tales como gag, pol y tat/rev, las cuales mantienen atenuada la replicacion viral por
mas tiempo (Wang y col., 2016b). Asimismo, Wang Z y colaboradores en el 2016,
demostraron que las mutaciones dirigidas al LTR conducen a una inhibicién de la
replicacion viral menos sostenida en comparacion con los ARNg dirigidos a los genes
pol y rev (Wang y col., 2016c). Se sabe que las inserciones y las deleciones que no
son multiplos de tres, conducen a un cambio en el marco de lectura y por lo tanto
ocasionan un cambio en toda la proteina a partir del codén modificado, mostrando un
efecto inhibidor mayor en comparacion con las secuencias reguladoras no

codificantes (Wang y col., 2016a; Yoder y Bundschuh, 2016).
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Se han descrito mas de 80 posibles secuencias blanco a lo largo del genoma viral y
se han identificado al menos 10 sitios en las secuencias del gen pol y en las regiones
gue codifican para las proteinas Tat y Rev, que han demostrado ser eficientes para la

inactivacion del virus y la formacion de nuevas particulas virales (Zhu y col., 2015)

(Figura 4).
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Figura 4. Principales blancos génicos para el VIH-1. Se indica con flechas amarillas los sitios mas conservados
donde la edicion génica mediada por Cas9 conduce a un mayor control de la replicacion y retrasa la aparicion de
variantes virales con resistencia a Cas9 por hasta 40 dias después de la edicion génica (genes gag, pol y tat/rev).
Las flechas rojas indican la posicién de las secuencias blanco que después de la edicion génica inducen la
aparicion de variantes virales con resistencia a Cas9 en menos de 19 dias.
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La combinaciéon de diferentes ARNg (multiple) puede aumentar la potencia del
sistema CRISPR/Cas9 para inhibir la replicacién del virus, evitando al mismo tiempo
el escape viral y la formacion de variantes virales resistentes (Figura 5). Las
combinaciones de dos o0 mas ARNg dirigidos a los genes pol, rev y tat han mostrado
ser hasta 24 veces mas eficaces en su capacidad de inhibir la replicacion viral, que
cuando se utilizan otras combinaciones o un solo ARNg, por lo que estos blancos

virales son ideales para atacar al VIH-1 (Zhu y col., 2015).

Escision completa del genoma viral por corte de los LTRs
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Mutaciones en regiones no codificantes conduce a un menor control de la replicacion viral

ARNg multiplex
Escision pequefia mayor eficiencia
so00ps | tat/rev
po’ ARN; ARN; ARN;
7 N 7
Cas9 Cas9 Cas9

Muiltiples blancos en regiones codificantes conduce a un mejor control de la replicacion viral

Figura 5. Estrategias de edicion del genoma viral por Cas9. Se muestran los dos enfoques usados para inactivar
al VIH-1. Las mutaciones inducidas en los LTR pueden escindir al genoma completo del VIH-1, sin embargo las
mutaciones dirigidas a las secuencias codificantes conducen a un mejor control de la replicacion viral.

Ademas del escape viral, otra limitacion del sistema basado en CRISPR/Cas9 a
considerar cuando se usan objetivos multiples, es que puede inducir cortes fuera del
objetivo debido a su expresion continua y generar cambios indeseables en las
células (Cullot y col., 2019). El riesgo de realizar un corte fuera del sitio deseado
puede reducirse mediante el uso de un software para hacer una seleccion rigurosa

de los ARNg con un alto puntaje de especificidad. Un enfoque alternativo es controlar
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la presencia de la nucleasa Cas9 solo en las células infectadas para disminuir la
posibilidad de inducir mutaciones indeseables que puedan causar transformacién o

muerte celular (Cao y col., 2016).

Control de la expresion génica del VIH-1

Una vez que el VIH-1 se integra en el genoma celular, inicia el proceso de replicacion
y expresion de sus genes que son controlados por secuencias reguladoras como el
promotor LTR, secuencias inhibidoras (INS) y el elemento de respuesta a Rev (RRE)
y las proteinas virales Tat y Rev que, en conjunto, promueven la expresion y el

transporte de sus ARNm.

El LTR-5’ del VIH-1 es un promotor que incluye a multiples elementos de regulacién
gue sirven como sitios de unién para iniciar la trascripcion celular. El LTR se puede
dividir en dos porciones Unicas (U3 y U5) y una regién repetida (R). Las regiones Ry
U5 son generalmente mas conservadas que U3; esta ultima contiene una region
moduladora para la union de los factores de transcripcion. En el segmento R se
encuentran de una a dos regiones ricas en AT que proporcionan al LTR una o dos
cajas TATA, una sefal de poliadenilacion (motivo AATAAA) y el elemento de
respuesta a la transactivacion (TAR) necesaria para la activacion por Tat
(Benachenhou y col., 2013; Feng y col., 1988; Harrich y col., 2000; Helga-Maria y
col., 1999). El promotor esta optimizado y contiene tres sitios de union en tandem
para SP1 (Jones y col., 1986), dos motivos de union a NFkB (Nabel y col., 1987), una
caja TATA (Garcia y col., 1989), y una secuencia iniciadora (INR). Estos elementos

participan de manera cooperativa para la union del Factor de Transcripcion Il D
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(TFIID), dando como resultado un promotor extremadamente eficiente y capaz de
soportar altos niveles de transcripcion, incluso mas que el promotor tardio principal

de adenovirus o el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV)

(McCoubrie y col., 2004; Karn y col., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica del promotor LTR del VIH-1. Se indican los sitios de union para los
Factores de Transcripcion y la region del promotor U3, R y U5.

Para promover la replicacion viral en la infeccibn temprana, el VIH controla la
expresion de sus genes mediante las proteinas reguladoras Tat y Rev a nivel
transcripcional y postranscripcional, respectivamente (Karn y Stoltzfus, 2012). Tat
induce y aumenta la transcripcion al estimular el alargamiento de los ARNm de LTR a
través de ARN-TAR, que se ubica después del sitio de inicio de la transcripcion
(posicion 453-513 de HXB2). TAR forma una estructura secundaria de ARN que
recluta a la proteina viral Tat asociada con P-TEFb (un factor promotor de la
elongacion de los ARNm), lo que hace que Tat sea necesario para una replicacion

viral eficiente y cuya ausencia conduce a una latencia viral (Selby y col., 1989).
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Una vez que comienza la transcripcion regulada por P-TEFb-Tat-TAR, se generan
mas de 40 tipos de ARNm, los cuales se organizan por su tamafio en tres grupos:
ARNmM cortados y empalmados con tamafio aproximado de 1.8 kb, ARNm cortados y
empalmados incompletamente de aproximadamente 4 kb y ARNm no cortados y
empalmados de 9 kb. Estas ultimas dos especies de ARNm contienen las secuencias
de los genes gag, pol y env en las que se codifican secuencias inhibidoras (INS)
ademas de un elemento de respuesta a Rev (RRE) de 351 nucleétidos (posicion
RRE-RNA 7710-8061 de HXB2), que una vez transcrito, forma un loop que se asocia
con Rev, para ser transportados del nacleo al citoplasma y posteriormente traducidos
(Malimy col., 1989; Karn y col., 2012: Daugherty y col., 2008; Schwartz y col., 1992a;
Wolff y col., 2003). El transporte fuera del nucleo ocurre una vez que Rev se une al
RRE e interactia con Crml o exportina 1, la cual lleva a los ARNm a través de los
complejos del poro nuclear para su traduccion posterior (Karn y col., 2012) (Figura

7).

Las proteinas virales Tat y Rev son esenciales para la replicacion viral y pueden

regular la expresion de otros genes de forma similar.
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Figura 7 Regulacion de la expresion génica del VIH-1. 1. Después de la integracion del genoma viral inicia la transcripcion de los ARNm pequefios
(<1.8kb) en los que se codifican las proteinas reguladoras Taty Rev del VIH-1. 2. Los ARNm de tat y rev son transportados al citoplasma donde son
traducidos. 3. Las proteinas Tat y Rev son translocadas al nlcleo mediante la sefial de localizacion nuclear. 4. Tat recluta al factor promotor de la
elongacion P-TEFb para localizarlo en el promotor, debido a su afinidad con la secuencia TAR. 5. P-TEFb promueve la elongacion de los ARNm del VIH-1
de tamafio mayor a 4.8 kb mediante la fosforilacion del factor inhibidor de la elongacién NELF, lo cual induce su disociacion; DSIF es fosforilado y se
convierte en un factor promotor de la elongacion; P-TEFb fosforila a la ARN polimerasa aumentando su procesividad y se elongan todos los ARNm. 6. Los
ARNmM inmaduros son retenidos en el nicleo, en este momento REV se asocia con RRE y recluta a CRM1 (exportina 1) mediante su dominio de
exportacion nuclear y se recluta a Ran GTP para promover la exportacion nuclear. 7. Después de salir del nacleo CRM1, Ran GDP, Rev y el ARNm se
disocian, permitiendo la traduccion del resto de las proteinas virales para la produccién de nuevas particulas de VIH-1. 8. Rev inicia su regreso al nacleo
celular mediante su asociacion con Impgy Ran GDP. 9. Rev es reciclado y reinicia el proceso de exportacion de los ARNm del VIH-1.
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El promotor LTR se ha usado para evaluar la infeccion de lineas celulares por varios
aislados virales. Un ejemplo es la linea celular TZM-bl que contiene integrados los
genes reporteros de la luciferasa y B-galactosidasa dirigidos por el LTR y que pueden
ser expresados en presencia de la proteina Tat del VIH-1 (Cara y col., 1996). Se ha
demostrado ademas que el LTR puede regular la expresion de Bax, una proteina
apoptoética usada para eliminar a las células infectadas por el VIH-1 (McCoubrie y
col., 2004). De la misma manera, se ha reportado que el promotor LTR y las
secuencias INS pueden regular la expresion de tBid, otra proteina apoptoética,
respaldando la evidencia de que el VIH-1 puede inducir la muerte celular al modular
la expresion de estos genes (Huelsmann y col., 2011). En conjunto, estas evidencias
demuestran que las secuencias reguladoras del VIH-1 pueden modular la expresion

de otros genes, con la dependencia a la presencia de las proteinas virales Taty Reuv.

En este trabajo se presenta el disefio, construccion y evaluacion de una estrategia
molecular que controla la expresion de Cas9 mediante las secuencias reguladoras
LTR, INS y RRE, para inducir mutaciones Unicamente en las células infectadas con
el VIH-1. La edicion multiple por los ARNg dirigidos a los genes reguladores tat y rev

permitio inactivar al sistema propuesto y abatir la replicacion viral (Figura 8).
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Figura 8 Esquema de la regulaciéon propuesta. A) induccion de la expresion génica en pLCl mediada por pCV1 o pNL4-3. B) Posibles escenarios de la regulacion de Cas9/GFP

dependiente de la presencia de cada plasmido.
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JUSTIFICACION

La TARc ha mejorado significativamente la calidad y la esperanza de vida de las
personas infectadas con el VIH. Sin embargo, los efectos secundarios y la aparicion
de variantes virales resistentes, asi como la persistencia de la infeccion por falta de
una cura, siguen siendo factores importantes que justifican la exploracion de
opciones terapéuticas alternativas. El uso de CRISPR/Cas9 como una herramienta
para inducir mutaciones en el genoma viral, ha permitido la eliminacion y/o
inactivacion del virus y ofrece una oportunidad para la erradicacion de la infeccién
por el VIH-1. Sin embargo, se debe considerar la posibilidad de inducir mutaciones o
cortes fuera del blanco deseado, por lo que la expresion de Cas9 de forma constante
y Su presencia en células no infectadas puede incrementar la posibilidad de realizar
cambios no deseados en las células sanas o infectadas. Por lo tanto, el desarrollo de
una estrategia capaz de controlar la presencia y la funcion de Cas9 ofrece una

alternativa eficiente y segura.
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UAM-I
HIPOTESIS

El uso de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1 para controlar la
expresion de Cas9, puede conducir a la edicion génica dependiente de la

presencia del VIH-1.

OBJETIVO GENERAL

Autorregular la expresion de Cas9 mediante las secuencias reguladoras LTR, INS
y RRE del VIH-1 y abatir la replicacion viral con el uso de ARNg dirigidos a los

genes taty rev.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Acoplar las secuencias LTR, INS y RRE al plasmido PX458 para controlar la

expresion de Cas9/GFP.

e Evaluar el efecto de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE en la

expresion del gen de Cas9/GFP.

e Evaluar la sensibilidad de la expresion de Cas9/GFP por las proteinas virales

Taty Rev del VIH-1.

e Autorregular la expresion de Cas9 mediante el disefio y el acoplamiento de

ARNg dirigidos a los genes virales tat y rev.
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Examinar el efecto citotoxico de los ARNg.

Inactivar la replicacién in vitro del VIH-1 y verificar la eficiencia de la escision

del genoma viral por la edicion mudltiple con el sistema CRISPR/Cas9

disefado.

Evaluar el escape viral en presencia del sistema CRISPR/Cas9 disefiado.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

1.-Lineas celulares

Linea celular 8E5 de linfoblastos humanos, derivada de células CEM, que contiene

una copia Unica defectuosa de la transcriptasa reversa (RT) del genoma del VIH-1, la
cual no es infecciosa. La linea celular 8E5 se utilizé para aislar al promotor LTR y a
las secuencias INS RRE y LTR3’ del VIH-1. Las células se cultivaron en medio
RPMI-1640® suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina,

100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, a 37°C y 5% CO..

Linea celular HEK 293 de rifion de embrién humano. Esta linea celular se utilizé para

realizar las transfecciones de los plasmidos y para evaluar la expresion del gen de la
proteina verde fluorescente (GFP). Carece del antigeno T del SV40. Las células se
cultivaron en medio de cultivo DMEM® suplementado con 10% de suero fetal bovino,

2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina, 1% de

aminoacidos no esenciales 100X y 1 mM de piruvato de sodio, a 37°C y 5% CO..

La linea celular MT2 proveniente de células T humanas aisladas a partir de linfocitos

de sangre de cordén umbilical y co-cultivadas con células de pacientes con leucemia
de células T adultas, se cultivaron en medio RPMI 1640® suplementado con 10% de

suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de

estreptomicina, a 37°C y 5% CO..
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2.- Bacterias

La cepa E. coli Stbl3 se utiliz6 para la transformacion y el aislamiento de los
plasmidos que contienen los elementos de repeticion o las secuencias
retrovirales/lentivirales. Estas células se cultivaron en medio Luria Bertani (LB)
suplementado con 100 ug/ml de ampicilina o 10 pug/ml de tetraciclina (para pCV1)

como medio de seleccién a 37°C.
3.- Plasmidos

El plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (pCAGCas9 o PX458) se obtuvo de Addgene
(#48138, Ran y col., 2013). PX458 posee un gen de resistencia a ampicilina para su
selecciébn en bacterias; ademas contiene la secuencia del gen hSpCas9 de S.
pyogenes unido al gen de la GFP por la secuencia del péptido 2A, para la co-
traduccion de ambas proteinas. La expresion de ambos genes esta dirigida por el
promotor sintético CAG. El pldsmido contiene también a las secuencias que se

requieren para la expresion de los ARN guias.

pPLTR se deriva de PX458 y contiene al promotor LTR del VIH-1. Se utiliz6 para
analizar el efecto de la expresion del gen de Cas9 y GFP en presencia de la proteina

viral Tat.

pIRL se deriva de PX458 y contiene a las secuencias INS-RRE-LTR3’ (IRL) del VIH-
1. Se utiliz6 para analizar el efecto de la expresion del gen de Cas9 y GFP en

presencia de la proteina viral Rev.
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pLCI se deriva de PX458 y contiene a las secuencias del promotor LTR e IRL del
VIH-1. Se utilizo para analizar el efecto de la expresion del gen de Cas9 y GFP en

presencia de las proteinas virales Taty Rev.

pLCI-ARNg (1-3) se derivan de pLCI que fue programado con las secuencias de los

ARN(g dirigidos contra los genes tat y rev.

pCV1 codifica para los genes tat y rev del VIH-1 bajo la expresion del promotor del
CMV. El plasmido fue obtenido del NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS,
NIAID, NIH: pCV-1 del Dr. Flossie Wong-Staal (NUumero de catalogo: 303) (Arya y
col., 1985). Este pldsmido contiene un gen de resistencia a tetraciclina para su

selecciéon en bacterias.

pNL4-3 contiene al genoma completo del VIH-1 y produce virus competentes del
subtipo B clona molecular NL4-3. El plasmido fue obtenido del NIH AIDS Reagent
Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: HIV-1 NL4-3 Infectious Molecular Clone
(pNL4-3) del Dr. Malcolm Martin (NUumero de catalogo: 114) (Adachi y col., 1986).
Este plasmido contiene un gen de resistencia a ampicilina para su seleccion en

bacterias.

pJET1.2/blunt Cloning Vector (Thermo Scientific, EE.UU.) es un plasmido de
seleccion positiva para la clonacion de los productos de PCR (hasta 10 kb con
extremo romo o cohesivo) generados con cualquier ADN polimerasa termoestable. El
plasmido permite la transformacion directa de cepas E. coli y contiene un gen letal

gue se interrumpe por la ligadura de un inserto de ADN en el sitio de clonacion.
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Como resultado de la transformacion, solo las células bacterianas con plasmidos
recombinantes son capaces de formar colonias. Este plasmido contiene un gen de

resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias.
4.-Estuches para la extraccion y purificaciéon del ADN

Se realizd la extraccion del material genético de las células con el estuche de
extraccion QIlAamp DNA Blood Mini Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Los plasmidos fueron extraidos y purificados con el estuche Plasmid Midi Kit®

(QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para purificar los productos de PCR se uso el estuche MinElute Reaction Cleanup

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para purificar fragmentos de ADN contenidos en el gel de agarosa se uso el estuche
MinElute Gel Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

La cuantificacion del material genético y la determinacion de su pureza se realizaron
por espectrofotometria con el equipo Nanodrop 2000C®. La pureza del material
genético extraido para realizar las transfecciones se determind por la relacién

260/280 y cuyo cociente fuera mayor a 1.8.
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5.- Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos usados en este trabajo se solicitaron a la empresa Integrated
DNA Technologies (IDT, www.idtdna.com) para su sintesis. Se generaron alicuotas

con concentracion de 10 pmol/ul.
6.- Enzimas

Platinum® Tag DNA Polimerasa (Invitrogene, EE.UU.) es una enzima para PCR de
alta fidelidad, ideal para obtener fragmentos largos y de alto rendimiento. Esta
enzima tiene funcion de correccién 3'>5'con actividad de exonucleasa. Todas las
reacciones de PCR se llevaron a cabo con 200 nM de cada oligonucledtido (excepto
en donde se indique otra concentracion), 5% de DMSO y una concentracién de Mg?*

de 2.5 mM.

Enzimas de restricciéon para el intercambio de las secuencias reguladoras: Xhol
(CTCGAG), Agel (ACCGGT), BsrGl (TGTACA), Notl (GCGGCCGC) y Hindlll

(AAGCTT) todas de Thermo Scientific, EE.UU.

Bpil (Bbsl) (5GAAGAC Ny, 3') ( 3'CTTCTG Ne; 5') (Thermo Scientific, EE.UU.) es

una enzima de restriccion usada para la programaciéon de los ARNg.

T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, EE.UU.) es una enzima usada para unir

fragmentos del ADN.
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T4 PKN (T4 Polynucleotide Kinase) (Thermo Scientific, EE.UU.) es una enzima

usada para fosforilar oligonucleétidos.
7.- Anticuerpos

Para detectar la presencia de las proteinas virales Tat y Rev mediante Western Blot
(WB) se usaron los anticuerpos monoclonales HIV1 Tat antibody (MA1-71512, clone
N1l[TatN1], aa 71-81 KQPASQPRGDP subtipo B) y HIV1l Rev-1 antibody (MA1-
71514, clone 10 [03-002], aa 34-40 TRGARRN subtipo B) (Thermo Scientific,

EE.UU.).
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METODOS

Disefio de oligonucledtidos.

Se disefiaron oligonucle6tidos con ayuda del software A plasmid Editor (ApE, M.
Wayne Davis v2.0.47, EE.UU.), para amplificar las secuencias reguladoras del VIH-1
(LTR’S, INS, RRE y LTR3’) tomando como referencia la secuencia de la cepa HXB2 y

considerando los sitios de corte del plasmido PX458.

Las secuencias de los oligonucleotidos estan ubicadas en los extremos de las
secuencias reguladoras flanqueando a LTR5’, INS, RRE y LTR3’. Cada secuencia

fue disefiada como se describen a continuacion:

Promotor LTR5’: la secuencia de los oligonucleétidos en sentido (forward) y
antisentido (reverse) se disefi6 flanqueando a las secuencias del VIH-1
correspondiente al promotor LTR (posicion 1) y hasta la finalizacion de la secuencia
IRES (posicion 789). Asi mismo, se agregaron secuencias de corte para las enzimas
de restriccion Xbal-Kpnl y Agel-BstEll en la posicion 5 y 3’ respectivamente (ver

Tabla 1y Figura 8).

Tabla 1. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la obtencion del LTR. F=forward
(sentido), R= reverse (antisentido).

NOMBRE SECUENCIA 5'—>3' TAMANO %GC TM
LTR5' F AAATGGCTCTAGAGGTACCTGGAAGGGCTAATTCACTCC 39 487 | 65.6
LTR5' R GGTGGGACCGGTGGTAACCCTCTCTCCTTCTAGCCTCCG 39 64.1 @ 71
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LTR5’

Secuencia de corte para Secuencia de unidn

Xbal especificaal LTRS

533 }
LTR5' F aaatggctctagaggtaccTGGAAGGGCTAATTCACTCC

Forward

Secuencia de corte para
Kpnl

Secuencia de corte para
BstE Il

523 s}

(1]

getgggaccegtgetaaccCTCTCTCCTTCTAGCCTCCG LTRS' R 5

) a4

Secuencia de corte para Secuencia de unidn @
Agel especificaal IRES

Figura 10. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacién del promotor LTR del VIH-1. Se
indican con color los sitios de corte adicionados y en mayusculas la secuencia de union a la secuencia blanco.

Secuencias INS, RRE y LTR3’: las secuencias de los oligonucleotidos forward y
reverse se disefiaron flanqueando a las secuencias del VIH-1 correspondientes al
INS (posicidon 790 a1878), RRE (posicion 7710 a 8061) y LTR3’ (posicion 9086 a
9719). Se agregaron secuencias enlazadoras para unir todos los productos de PCR
(Tabla 2) y se colocaron sitios de corte BsrGl en posicion 5’ del INS, sitios de corte

Xhol y Mlul flanqueando al RRE y Notl en posicion 3’ del LTR3’ (Figura 9).

Tabla 2. Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de las secuencias
reguladoras INS, RRE y LTR3'. F=forward, R=reverse.

NOMBRE SECUENCIA 5'-->3' TAMARNO

INS1-2 F  CGAGCTGTACAAGGAATTCTAACGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGG 46 413 64.6

INS1-2R  TGCCTTGGTGGGTGCTACTCCCTCGAGCAAAACTCTTGCCTTATGGC 46 478 67.6
RREF GCCATAAGGCAAGAGTTTTGCTCGAGGGAGTAGCACCCACCAAGGCA 47 55.3 71.4
RRER  GGAGTGAATTAGCCCTTCCAACGCGTAACTAGCATTCCAAGGCACAGC 52 423 663
LTR3'F  GCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTACGCGTTGGAAGGGCTAATTCACTCC 52 423 663
LTR3'R  GTTCCTGCGGCCGCTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAGGGTC 47 53.2 695
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CRISPRICASSY UAM-I

INS
Secuencia de unién
- Secuencia de corte para BsrGl especifica al INS 1-2
o 5'>3' l
E INS 1-2 F cgagctgtacaaggaattctaaCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGG
O
w Secuencia de corte para EcoRI
Secuencia de corte para Xhol o]
523 g
TGCCTTGGTGGGTGCTACTCCctcgagCAAAACTCTTGCCTTATGGC INS 1-2 R Q
w
o
Secuencia enlazadora Secuencia de unién
para RRE especificaal INS1-2
RRE
Secuencia de corte para Xhol
?u 5’23
3 RRE F GCCATAAGGCAAGAGTTTTGctcgagGGAGTAGCACCCACCAAGGCA
L -
O
[ Secuencia enlazadora Secuencia de unién
paraINS1-2 especifica al RRE
Secuencia de corte para Mlul o)
553 @
GGAGTGAATTAGCCCTTCCAacgcgtAACTAGCATTCCAAGGCACAGC RRER Q
®
Secuencia enlazadora Secuencia de unién
para LTR3' especifica al RRE
LTR3’
Secuencia enlazadora Secuencia de unién
para RRE especifica al LTR3’
e
5 523
E LTR3' F GCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTacgcgtTGGAAGGGCTAATTCACTCC
O
[T Secuencia de corte para Mlul
Secuencia de corte para Notl -
| 5'>3 @
gttect TGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAGGGTC LTR3' R Q
w
(0]

Secuencia de unién especifica al LTR3'

Figura 11. Caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de las secuencias reguladoras
INS, RRE y LTR3’ del VIH-1. Se indican con color los sitios de corte adicionados y en mayuUsculas las secuencias

enlazadoras y/o de unién a la secuencia blanco.
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Para amplificar y verificar las construcciones realizadas, se usaron los
oligonucleétidos que se describen en la Tabla 3. Se realiz6 la secuenciacién por el

método de Sanger, de las secuencias reguladoras.

Tabla 3. Secuencias y caracteristicas de los oligonucledtidos adicionales para la amplificacion, verificacion y
secuenciacion. En el nombre del oligonucledtido se indica el sentido de la secuencia (F=forward, R= reverse) y la
posicion en que se alinean para la cepa viral HXB2 del VIH-1.

OLIGONUCLEOTIDO  CODIGO SECUENCIA 553’ Longitud ™ ‘
F3-9352HXB2-LTR F3 GACAGCCGCCTAGCATTTCATC 22 60°C
F4-9645HXB2-LTR F4 GTGCCCGTCTGTTGTGTGACT 21 60°C
F5-335HXB2-LTR F5 TCGAGCTTGCTACAAGGGAC 20 60°C

F6-796HXB2 F6 GCGAGAGCGTCAGTATTAAGC 21 60°C
F7-1268HXB2 F7 AAGAGAAGGCTTTCAGCCCAG 21 60°C
RO-1784HXB2 RO GTCTTACAATCTGGGTTCGC 20 60°C
R1-1486HXB2 R1 GTTCCTGCTATGTCACTTCC 20 60°C
R3-768HXB2 R3 CTCTCCTTCTAGCCTCCGCT 20 60°C

R4-408HXB2-LTR R4 TATGCAGGATCTGAGGGCTCG 21 60°C
R5-124HXB2-LTR R5 AGCTTGTAGCACCATCCAAAGG 22 60°C
R6-9327THXB2-LTR R6 CCTCCACTCTAACACTTCTCTC 22 60°C

Obtencién de las secuencias reguladoras

Para obtener las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1 se uso el
genoma de las células 8E5 como templado para el PCR. Estas células tienen
integrada una copia del genoma del VIH-1. Las células 8E5 se cultivaron como se

indica a continuacion.
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Preparacion del medio de cultivo RPMI 1640® suplementado

Para el cultivo y el mantenimiento de las lineas celulares de linfocitos humanos 8E5 y
MT2, se disolvié el medio de cultivo RPMI1640® en polvo en un volumen aproximado
de 500 ml de agua bidestilada y se mezclé con un agitador magnético. Se
adicionaron 2 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y se ajusté el pH a 7+ 0.2
empleando acido clorhidrico (HCI) 1 N. ElI medio de cultivo se afor6 a 1 L con agua
bidestilada, se esterilizé por filtracibn con membranas de 0.22 um y se almacend a
temperatura ambiente y protegido de la luz hasta su uso. Para cultivar a las células
8E5 y MT2, el medio RPMI1640® se suplement6 con 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Al medio suplementado se le denomind
R-10 y se almacen0 a 4°C hasta su uso y se atemperé a 37°C en el momento de

usarse.
Cultivo de células 8E5

Para cultivar a las células 8E5 se us6é el medio de cultivo R-10. Las células se
cultivaron en botellas de cultivo a una concentracion de 1x10° células/ml a 37°C,
85% de humedad y 5% de CO, El medio se cambi6é cada tercer dia mediante la
recuperacion y centrifugacion de las células en suspension a 805 xg por 10 min.
Posteriormente se descartd el medio de cultivo y las células se resuspendieron en la
solucion salina amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X) para realizar el conteo celular
en el hemocitometro o cAmara de Neubauer. Una vez realizado el conteo celular, se

ajusté la concentracion de las células a 1x10° células /ml en el medio R-10 y se
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continué el cultivo. Se realiz6 la extraccion del material genético de 1x107 células con

el estuche de extraccion QIAamp DNA Blood Mini Kit ® (QIAGEN, EE.UU.).
Obtencién del promotor LTR del VIH-1

Para obtener al promotor LTR del VIH-1 se realiz6 una primera PCR de punto final
utilizando los oligonucledtidos LTR5’ F y R1 (Tabla 1 y Tabla 3), correspondiente al
producto pre-LTR, un fragmento de 1525 pb que contiene a la secuencia
correspondiente al promotor LTR. Se utilizaron 300 ng del material genético de las

células 8E-5.

La PCR se realizd con el estuche Platinum® Tagq DNA Polymerasa High Fidelity,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones de la PCR para obtener el
producto que contiene la secuencia del promotor fueron las siguientes: un ciclo de 2
min a 95°C, 25 ciclos de 15 seg a 95°C, seguido de 15 seg a 60 °Cy 90 sega 68°Cy
finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificacién, la reaccion
se mantuvo a 4°C. El producto de PCR se visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5%

tefildo con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.).

Posteriormente se realiz6 una segunda PCR semi-anidado para la obtencion del
promotor LTR, para lo cual se agregé 1 ul de la reaccion anterior y los
oligonucledtidos LTRS F y LTR5 R, para obtener un fragmento de 827 pb. Las
condiciones de la PCR para la obtencion del promotor fueron las siguientes: un ciclo
de 2 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a 64 °C y 60 seg a

68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificacion, la
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reaccion se mantuvo a 4°C. El producto de la PCR se visualizé en un gel de agarosa
al 1.5% vy tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). Una vez
obtenido el LTR5’ se purific6 en columnas del estuche MinElute Reaction Cleanup

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Obtencion de la secuencia INS-RRE-LTR3’

Para obtener productos individuales de las secuencias INS, RRE y LTR3’ se realizo
una preamplificacion usando como templado 300 ng de ADN de las células 8E5 y los

oligonucleétidos que se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados para obtener los pre amplificados de las secuencias INS, RRE y LTR3".

Producto Forward Reverse Tamaﬁo‘

Pre-INS F3’ INS R 1612 pb
Pre-RRE RRE F R7 1121 pb
Pre-LTR3’ F2 LTR3' R 818 pb

La PCR se llevo a cabo usando el estuche Platinum® Tag DNA Polymerasa High
Fidelity siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones del PCR fueron
las siguientes: un ciclo de 2 min a 95 °C, 25 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15
seg a 60 °C y 90 seg a 68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el
ciclo de amplificacion, la reaccion se mantuvo a 4°C. Los productos de la PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain

(Invitrogene, EE.UU.).
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Se realizé una segunda PCR semi-anidado tomando 1 ul del producto obtenido
anteriormente  (pre-INS, pre-RRE 'y pre-LTR3) vy los oligonucleotidos
correspondientes para cada fragmento deseado (Tabla 5). Las condiciones de la
PCR para la obtencion de los productos deseados fueron las siguientes: un ciclo de 2
min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a 65 °Cy 60 seg a 68°C
y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificacion, la
reaccion se mantuvo a 4°C. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de

agarosa al 1.5% tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.).

Tabla 5 Oligonucle6tidos usados para obtener las secuencias INS, RRE y LTR3'.

Producto Forward Reverse Tamaﬁo‘

INS INS F INS R 1096 pb
RRE RRE F RRE R 410 pb
LTR3’ LTR3' F LTR3' R 670 pb

Una vez obtenidos los productos correspondientes al INS, RRE y LTR3’, se
purificaron con columnas del estuche MinElute Reaction Cleanup Kit® (QIAGEN,

EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Fusién de productos de PCR

Para la unién de las secuencias INS-RRE-LTR3’ (IRL) se realiz6 una PCR de punto
final usando los oligonucledétidos INS F y LTR3’ R (Tabla 3) a una concentracion de
200 nM y 40 nM por reaccion de PCR y 10 ng de cada uno de los productos INS,

RRE y LTR3’ purificados previamente. Los tres productos de PCR se usaron como
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templados para obtener un producto final de 2076 pb. La PCR se llevo a cabo
usando el estuche Platinum® Taq DNA Polymerasa High Fidelity de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las condiciones de termociclacion fueron las siguientes:
un ciclo de 2 min a 95 °C, 1 ciclo de 15 seg a 95 °C, seguido de 10 min a 64 °C y 4
min a 68°C, posteriormente se siguié con 25 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15
seg a 64 °Cy 2 min a 68°C, finalmente un ciclo de 7 min a 68°C y se mantuvo a 4°C.
El producto de PCR se purific6 con el estuche MinElute Gel Extraction Kit®
(QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para verificar la
identidad del fragmento obtenido se realizdé una digestién simple con la enzima de

restriccion Hindlll.
Transformacién de bacterias E. coli por choque térmico.

Se usaron las bacterias E. coli Stbl3 para ser transformadas mediante choque
térmico. Para este procedimiento se usaron 100 ng de cada plasmido o 5 ul de cada
ligacion y se mezclaron de manera uniforme con 50 pul de bacterias Stbl3
ultracompetentes previamente acondicionadas. La mezcla se incubé en hielo por 15
min, posteriormente 2 min a 42°C y 2 min en hielo. Después del choque térmico las
células se colocaron en 1 ml de medio LB y se incubaron a 37°C con agitacién por
una hora. Finalmente se tomaron 200 ul de las células en suspensiéon y se sembraron
en cajas Petri con agar LB, suplementado con ampicilina a una concentracién de 100
ug/ml o 10 pug/ml de tetraciclina (para pCV1) que se us6 como medio de seleccion

para favorecer el crecimiento de las células transformadas con el plasmido. Las
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placas con las células se incubaron a 37°C por 16 hrs y las colonias que crecieron,
se aislaron y se cultivaron nuevamente en medio LB con 100 ug/ml de ampicilina o
10 pg/ml de tetraciclina (para pCV1) por 16 hrs a 37°C y en agitacion constante.
Después del cultivo, las células se cosecharon y los plasmidos se extrajeron con el
estuche de extraccion Plasmid Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Obtencion de los plasmidos pLTRS5’, pIRL y pLCI

Una vez obtenidos los fragmentos correspondientes al promotor LTR (827pb) y la
secuencia de IRL (2076 pb), se usaron 100 ng de cada producto para ser clonados
individualmente al plasmido pJET1.2/blunt Cloning Vector (pldsmidos de transicion
pJetLTRS’ y pJetlRL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las ligaciones
pJetLTRS’ y pJetIRL, se usaron para transformar bacterias E. coli Stbl3 mediante
choque térmico. Las colonias que crecieron después de 16-24 h fueron aisladas y
cultivadas en 5 ml de medio LB con 100 ug/ml de ampicilina por 16 h a 37°C y
agitacion constante. Se cosecharon las células y se realiz6 la extraccién de los

plasmidos para los siguientes experimentos.
Cambio del promotor CAG por el LTRS’

El cambio de promotor del plasmido p-CAGCas9 (PX458) se llevd a cabo cortando
los promotores CAG del plasmido PX458 y el LTR del plasmido pJetLTR. El corte se
realizd con las enzimas de restriccion Xbal y Agel (Thermo Scientific, EE.UU.)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se uso el buffer Tango 1X para favorecer
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la doble restriccion y 2 ug de cada plasmido; la reaccion se dejé incubando toda la
noche a 37°C. Una vez finalizada la incubacion, las restricciones se verificaron en un

gel de agarosa al 1.5% y tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.).

A continuacion, se realizo la purificacion de las bandas correspondientes al plasmido
PX458 sin promotor (S/P) y con el promotor LTR, utilizando el estuche MinElute Gel
Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
obtener el plasmido pLTRCas9 (pLTR), se mezclaron 100 ng del promotor LTR5’ con
300 ng del p-CAGCas9 S/P y se unieron con la ligasa T4 de Invitrogene, EE.UU.

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez obtenida la ligacion se usaron 5 ul para transformar bacterias E. coli Stabl3
por choque térmico. Las colonias obtenidas fueron resembradas en medio LB
suplementado con 100 ug/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C Después de 12
hrs, se cosecharon las bacterias y se realizd la extraccion del plasmido con el
estuche de extraccién Plasmid Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

La verificacion del plasmido pLTR, se realiz6 mediante una doble digestion con las
enzimas de restriccion Xbal y Agel (Thermo Scientific, EE.UU.), para obtener un
patron de bandeo especifico. El procedimiento se llevd a cabo usando 1 pg del
plasmido pLTR. La restriccion se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% y tefiido con

Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.).
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Cambio de la sefial de poliadenilacion por la secuencia IRL a los plasmidos

pCAGCas9y p-LTR

Para unir la secuencia reguladora IRL a los plasmidos p-CAGCas9 y p-LTRCas9 se
retird la secuencia de poliadenilacién (PA) de ambos plasmidos mediante una doble
digestion con las enzimas de restriccién BsrGl y Notl, (Thermo Scientific, EE.UU.). Se
uso6 el buffer Tango 2X y 2 ug de cada plasmido. Se obtuvo la secuencia IRL del
plasmido pJetIRL con el mismo procedimiento. La restriccion se visualizdé en un gel

de agarosa al 1.5% y tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.)

Después del analisis de la restriccion, se realizé la purificacion de las bandas
correspondientes al plasmido pCAGCas9 S/PA, el pLTR S/PA y la secuencia IRL,

con el estuche MinElute Gel Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.).

Finalmente, para obtener los plasmidos p-CAGCas9-IRL (pIRL) y p-LTRCas9-IRL
(pLCI) se mezclaron 140 ng de la secuencia IRL y 300 ng de los plasmidos
pCAGCas9s/PA y el p-LTRCas9S/PA por separado y se unieron con la T4 DNA
ligasa (Thermo Scientific, EE.UU.). Una vez obtenida la ligacion de los plasmidos, se
usaron 5 pl de cada uno (pIRL y pLCI) para transformar bacterias E. coli Stbl3 por
choque térmico. Las colonias obtenidas fueron resembradas en medio LB
suplementado con 100 ug/ml de ampicilina por 12 hrs a 37 °C. Se cosecharon las
bacterias y se realiz6 la extraccion del plasmido con el estuche de extraccion Plasmid

Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Secuenciacion de pLTR5, pIRL y pLCI.

Finalmente, para verificar los plasmidos y la funcionalidad de las secuencias
reguladoras LTR e IRL se llevd a cabo la secuenciacidon mediante el marcaje con el
estuche BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems® EE.UU.
y con uso de oligonucleotidos especificos para cada construccion (Tabla 6). La
secuenciacion se realiz6 en el secuenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied

Biosystems®, EE.UU.).

Tabla 6. Oligonucleotidos usados para la secuenciacion de pJetLTR y pJetIRL.

LTR5’ 0.5 LTRS’ F, F3, F4 LTR5 R, R5, R4, R3
IRL 0.5 INS F, RRE F, LTR3’ F, INS R, RRE R, LTR3’
F3, F4, F6, F7 R RO R1, R4, R5

Analisis de la secuenciacion

Una vez obtenidas las secuencias de los plasmidos pJetLTR y pJetIRL, se realizo el
alineamiento y la obtencién de las secuencias consenso con el programa SeqScape
(ABI Prism ® version 2.1, EE.UU.), para identificar las mutaciones presentes en cada
secuencia. Para verificar la funcionalidad de las secuencias reguladoras, se realizo
un andlisis de prediccion de estructuras secundarias de ARN con ayuda de la
herramienta informatica Mobyle QPasteur MFOLD 3.6 (disponible en linea

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::mfold).

Disefio de los ARNg

Para disefiar los ARNg se tomaron como referencia a las secuencias de los genes

correspondientes a tat (primer exén 5,831-6,045 y segundo exén 8,379-8,469) y rev
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(primer exén 5970-6045 y segundo exon 8,379-8,653) de la cepa viral HXB2. Se uso6
el software de Broad Institute (disponible en la pagina

http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/SARNg-design) que

proporciond las secuencias candidatas de ARNg para los objetivos planteados.

Se seleccionaron los ARNg que por su posicion pudieran inducir un cambio en el
marco de lectura mas proximo al extremo 5 y que se encontraran en regiones
conservadas del virus, tomando en cuenta 769 secuencias del VIH-1 subtipo B, la
variacion de las secuencias de ADN fue calculada mediante la entropia de Shannon.
Las secuencias se obtuvieron de la base de datos de secuencias del VIH del
Laboratorio Nacional de Los Alamos de EE.UU. Disponible en:

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html.

Reprogramacion del plasmido LCI

Las secuencias seleccionadas de los ARNg se usaron para programar al plasmido
pLCI (Tabla 7). Se disefiaron dos oligonucle6tidos complementarios para cada ARNg
seleccionado siguiendo la estructura de la Figura 10. Los oligonucleétidos fueron
alineados y fosforilados con la enzima T4 PNK de Invitrogene, EE.UU. de acuerdo
con el siguiente protocolo: se mezclaron 100 mM de cada oligonucleétido (1 pl de
cada uno), 1 pl del buffer 10x de PKN, 6.5 ul de agua milliQ y 0.5 nul de la enzima T4
PKN para obtener un volumen final de 10 ul. La mezcla de reaccién se colocé en un

termociclador y se programé un ciclo de 37°C por 30 min, 95 °C por 5 min y
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finalmente un descenso gradual de la temperatura de 5°C cada minuto hasta 25°C,

para obtener los oligonucleotidos fosforilados y alineados para la clonacion.

Tabla 7. Oligonucle6tidos que contienen las secuencias de los ARNg usados para programar pLCI. Se muestran
dos oligonucleétidos por cada ARNg utilizado para el alineamiento y la fosforilacion.

.3
ARNg1l F CAC CGT AGATCC TAGACT AGAGCC C 25
ARNg1R AAA CGG GCT CTAGTC TAG GAT CTAC 25
ARNg2 F CAC CGC CTT AGG CATCTCCTATGGC 25
ARNg2 R AAA CGC CAT AGG AGA TGC CTAAGG C 25
ARNg3F | CAC CGA GGG GACCCGACAGGCCCGA 25
ARNg3 R AAA CTC GGG CCT GTC GGG TCC CCTC 25

5/ - CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN - 3

3" - CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA - 57

Figura 12. Estructura y alineamiento de los oligonucleétidos para programar el ARNg en el plasmido PX458.
Donde N es cualquier nucleétido.

Antes de realizar la clonacién y para generar los extremos cohesivos para la
programacion del pLCI, se realiz6 la restriccion de 1 ug del plasmido pLCI con la

enzima Bbsl (Thermo Scientific, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El plasmido restringido se purificé con el estuche MinElute Gel Extraction

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Finalmente, para obtener el plasmido programado con los ARNg se tomaron 100 ng
del plasmido restringido con Bbsl, 1 ul de una dilucion 1:200 de los oligonucleotidos
alineados y fosforilados, 1 ul del buffer 10X de la ligasa T4, 1 ul de la T4 DNA Ligasa
de (Thermo Scientific, EE.UU.) y el volumen de reaccion se llevé hasta 10 ul con
agua milliQ. La reaccion se dejo incubando por 30 min a temperatura ambiente y 5 pl

de la ligacion se usaron para transformar bacterias Stbl3 por choque térmico para
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obtener colonias con los plasmidos programados (pLCIARNg1-3). Los plasmidos
fueron comprobados por PCR usando los oligonucledtidos de la Tabla8 y los
oligonucledtidos que se utilizaron para programar al plasmido pLCI (Tabla7 y

Figurall).

Tabla 8. Oligonucledtidos usados para la comprobacion del plasmido LCI programado con la secuencia de los
ARNg.

PX458 F GGGCCTATTTCCCATGATTCC 21 52.4 55.7
PX458 R GCGCTAAAAACGGACTAGCC 20 55 56.5
Comprobacion por PCR 4151 pb
[ |
145 pb
|
2?? pb , '|
[ 1
€ ARNgR PX458 R
PX458 F ARG F 3 ARNe
Sitio de Reprogramacion
-—:—
\ T J

Esqueleto del gRNA

Para obtener una confirmacion positiva de la reprogramacion del plasmido deben
aparecer tres bandas escalonadas con tamafno de 415 pb, 270 pb y 145 pb

Figura 13. Esquematizacion de la estrategia para comprobar la programacion del plasmido LCI con la secuencia
de los ARNg.

Las condiciones del PCR para obtener los productos deseados fueron las siguientes:

un ciclo de 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a58 °Cy
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30 seg a 68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de
amplificacion, la reaccion se mantuvo a 4°C. El producto de PCR se visualizo en un

gel de agarosa al 1.5% y tefiido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogen, EE.UU.).
Evaluacion de las secuencias reguladoras LTR e IRL

Para evaluar la funcionalidad de las secuencias reguladoras se realiz0 la transfeccién
de todas las construcciones en las células HEK293. Previamente se realizé la

produccién y extraccién de los siguientes plasmidos:
PX450: control de transfeccion

PLTR: se uso para evaluar el efecto del promotor LTR y la dependencia a la proteina

viral Tat.

pIRL: se us6 para evaluar el efecto de las secuencias INS y la dependencia a la

proteina viral Rev.

pLCI: se us6 para evaluar el efecto del promotor LTR y las secuencias INS en

conjunto, asi como la dependencia a las proteinas virales Taty Reuv.

pLCI-ARNg1-3: Se usaron para verificar el efecto de los ARNg sobre la

autorregulacion de la expresion génica y la inhibicion de la replicacion viral.
pCVL1: se usé para producir las proteinas virales Tat y Rev.

pNL4-3: se uso6 para producir particulas infecciosas del VIH-1 y evaluar el efecto de

los ARNg sobre la replicacion del virus.
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pVSV-G: se usO para pseudotipar al VIH-1 y permitir que el virus infectara al cultivo

de las células HEK293.

Para obtener todos los plasmidos se cultivaron las colonias de las bacterias E. coli
Stbl3 en 500 ml de medio LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina o 10 pg/ml
de tetraciclina para pCVL1. Todos los plasmidos se extrajeron con el estuche Plasmid

Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Preparacion del medio de cultivo DMEM® suplementado

Para el cultivo y el mantenimiento de las células HEK293 se prepar6é medio de cultivo
DMEM®, para lo cual se adicion6 el medio en polvo en un volumen aproximado de
500 ml de agua bidestilada y se mezclé con un agitador magnético. Se adicionaron
2.7 g de NaHCOg3 Yy se ajusto el pH a 7+ 0.2 empleando una soluciéon de NaOH 1 N o
HCIl 1 N. El medio de cultivo se afor6 a 1 L con agua bidestilada y se esterilizé por
filtracion con membranas de 0.22 um, para su posterior almacenamiento a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Para cultivar a las células HEK293, el
medio DMEM® se suplementé con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de L-
glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 1% de aminoacidos
no esenciales 100X, y 1 mM de piruvato de sodio. El medio suplementado al que se

le denomin6 D-10 se almacend a 4°C y se atemperd a 37 °C al momento de su uso.
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Cultivo de células HEK293

Las células HEK293 se cultivaron en el medio de D-10, en botellas de 25 cm? a 37°C,
85% de humedad y 5% CO.. Las células se subcultivaron cuando la confluencia fue
de 80%, mediante la adicion de una solucion de tripsina-EDTA (0.25% de tripsina en
0.53 mM de EDTA 1X) para desprender a las células adherentes y posteriormente se
inactivd la tripsina-EDTA con 1 ml de medio de cultivo D-10. Las células se
concentraron por centrifugacién a 805 xg por 10 min, posteriormente se descart6 el
sobrenadante de cultivo y el boton celular se resuspendié en PBS 1X para realizar el
conteo de las células en la camara de Neubauer. Una vez realizado el conteo celular,
se resembraron las células en placas de cultivo de 48 pozos para realizar los
experimentos, o bien, se resembraron 5x10° células en una botella de cultivo de 25

cm? con medio D-10 para continuar con el cultivo.
Procedimiento de la transfecciéon de las células HEK293

Veinticuatro hrs antes de la transfeccion se sembraron 1x10° células por pozo en
placas de 48 pozos con 300 ul de medio D-10. Dos hrs antes de la transfeccion se
retirdo el medio de cultivo y se agregaron 300 ul de medio de cultivo DMEM sin
suplementar y sin antibidticos. La transfeccion se realiz6 con el estuche
Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para comparar el efecto de las secuencias reguladoras y la transactivacion por las

proteinas virales Tat y Rev, las células HEK293 se transfectaron con los plasmidos
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PX458, pLTR, pIRL y pLCI con las mezclas y concentraciones que se indican en la
Tabla 9. Los resultados se analizaron por microscopia de fluorescencia y citometria

de flujo 48 hrs después de la transfeccion.

Tabla 9. Plasmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar la regulacion de las secuencias LTR,
INS y RRE.

pLCI [ng]

Plasmido [ng]/reaccion Caracteristicas
PX458 600 ng Plasmido control
pLTR 36 ng Promotor sin TAT
pIRL 45 ng Inhibidor sin REV
pLCI 45 ng Promotor/Inhibidor sin TAT/REV
pLTR/pCV1 36 ng /600 ng Promotor con TAT
pIRL/pCV1 45 ng / 600 ng Inhibidor con REV
pLCl/pCV1 45 ng / 600 ng Promotor/Inhibidor con TAT/REV

Se evalud la sensibilidad de la construccién pLCI en presencia de pCV1 mediante
una curva de titulacion usando diferentes concentraciones de ambos plasmidos como
se muestra en la Tablal0. Los resultados se analizaron por citometria de flujo 48 hrs

después de la transfeccion.

Tabla 10. Concentraciones usadas para evaluar la sensibilidad de los plasmidos pLCly pCV1

pCV1 [ng]

15/0 | 15/35 | 15/70 | 15/150 | 15/200 | 15/300 | 15/600

30/0 | 30/35 | 30/70 | 30/150 | 30/200 | 30/300 | 30/600

45/0 | 45/35 | 45/70 | 45/150 | 45/200 | 45/300 | 45/600

60/0 | 60/35 | 60/70 | 60/150 | 60/200 | 60/300 | 60/600
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Para evaluar la autorregulacion de la estrategia propuesta, se realizo la transfeccion
de las construcciones pLCI-ARNg1, pLCI-ARNg2 y pLCI-ARNg-3 en presencia del
plasmido pCV1, las concentraciones y mezclas utilizadas se indican en la Tablall.
Los resultados se analizaron por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo

48 hrs después de la transfeccion.

Tabla 11. Plasmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar el efecto de los ARNg (1-3) con
pCV1.

Plasmido [ng]/reaccidn Caracteristicas
pLCI 45 ng Plasmido control negativo
pLCl/pCV1 45 ng / 600 ng Plasmido control positivo
pLCI-ARNg1/pCV1 | 45 ng /600 ng ARNg dirigido al primer exo6n de tat
pLCI-ARNg2/pCV1 | 45 ng /600 ng ARNg dirigido al primer exén de tat/rev
pLCI-ARNg3/pCV1 | 45 ng /600 ng ARNg dirigido al segundo exén de tat/rev

Western Blot

Para identificar la presencia de las proteinas virales Tat y Rev, las células HEK293
se cosecharon y se lisaron para extraer el contenido proteico mediante la incubacién
de las células en M-PER™ (Thermo Scientific, EE.UU.) durante 30 min en hielo. Se
concentré el lisado por centrifugacion a 17,000 xg durante 10 min a 4°C. Noventa
microgramos de los lisados celulares se mezclaron en proporcion 1.1 y se
desnaturalizaron con una solucion amortiguadora Laemmli Sample 2X (BioRad,
EE.UU.) que contenia 5% de 2-mercaptoetanol. La mezcla se incubd a 95°C durante
7 min, y se corri6 en un gel SDS-PAGE con solucién amortiguadora de Tris-glicina
(pH 8,8) y se transfiri6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF)

(BioRad, EE.UU.). La membrana se bloqued en una solucién de leche descremada al
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5% en solucion salina amortiguadora con Tris y detergente Tween® 20 (TBST)
durante 1 hora y se incubé con un anticuerpo monoclonal anti-Tat del VIH-1 hecho en
raton (clona N1 [TatN1], Thermo Scientific, EE.UU.) o con el anticuerpo monoclonal
anti-Rev del VIH-1 hecho en ratén (clona 10 [ 03-002], Thermo Scientific, EE.UU.) en
una dilucion 1:1,000 durante toda la noche a 4°C. Después, las membranas se
lavaron 3 veces con TBST y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratén
hecho en conejo (cadenas IgG H&L) conjugado con peroxidasa de rabano (abcam
ab6728) en dilucién 1:8,000 durante 2 hrs a temperatura ambiente. Después de una
serie de 3 lavados con TBST, la membrana se analiz6 usando el equipo Kodak GL
1500 Gel Logic Imaging System™. En la Figural2 se indican los sitios de unién de
los anticuerpos monoclonales anti-Tat y anti-Rev, y la posicién de los ARNg en los

exones de los genes taty rev del VIH-1.

Primer exon Segundo exon
tat
rev
] = ]
ARNgl ARNg2 ARNg3

=]
Anti Anti-TAT (N1 (Tat N1))
nricuerpos ===

Anti-REV (10 (03-002))

Figura 14. Esquema que indica la posicion de los ARNg en los exones de los genes tat y rev y la posicion en la
que se unen los anticuerpos monoclonales Anti-Tat y Anti-Rev.

Inhibicion de lareplicacion viral

El efecto de la construccion pLCI y los ARNg en la replicacién viral y sobre el

genoma del VIH-1 se evalué mediante la transfeccion de las células HEK293 con
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pLCI-ARNg1-3, pNL4-3 y pVSV-G con las concentraciones que se indican en la

Tablal2.

Tabla 12. Plasmidos usados para evaluar el efecto de los ARNg (1-3) con pNL4-3. Se indican las concentraciones
de los plasmidos usados para transfectar a las células HEK293.

Plasmido [ng]/reaccidn Caracteristicas
pLCI/pVSVG 45 ng/15 ng Control negativo de infeccion
pLCI/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng Control positivo de infeccion
pLCI-ARNg1/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNGg dirigido al primer exén de TAT
pLCI-ARNg2/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNg dirigido al primer ex6n de
TAT/REV
pLCI-ARNg3/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNg dirigido al segundo exén de
TAT/REV
pLCI-ARNg1-3/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng Mezcla de los ARNg1-3

Después de 6 dias se colecté el medio de cultivo de las células tratadas con los
plasmidos, para realizar los ensayos de infeccion en las células MT2 y para
determinar la presencia del virus mediante la cuantificacion de la proteina p24 de la
capside del VIH-1 por ELISA. Por otra parte, se cosecharon las células para realizar
la extraccion del material genético con el estuche de extraccion QIAamp DNA Blood
Mini Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron

600 ng de ADN como templado para las reacciones de PCR.

Para verificar la escision del genoma viral por la edicion multiple se flanquearon y
amplificaron por PCR los genes correspondientes a tat y rev (primer y segundo exén
Figura 13) usando los oligonucleétidos de la Tabla 13. Las condiciones de la PCR
para la obtener los productos de los genes tat y rev fueron las siguientes: un ciclo de

2 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C, seguido de 15 seg a 60 °C y 180 seg a
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68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar la reaccion se mantuvo a
4°C. El producto de PCR se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% vy tefiido con

Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.)

Tabla 13. Secuencia de los oligonucleotidos usados para amplificar y secuenciar los genes tat y rev del VIH-1.

Nombre Secuencia 5'—3' Tamafio % GC
tat/rev-FWRseq CATAGCAGAATAGGCGTTACTCG 23 48 58
tat/rev-REVseq GCAAAATCCTTTCCAAGCCCTG 22 50 60

::|vpr env [ o0 I el lI
N tat tot R
ey rev.
ARNgI @ EARNg2 3,000 pb ARNg: @
[ ] ]

Figura 15. Esquema que indica la posicion de los ARNg dirigidos contra los genes taty rev y el sitio de unién de
los oligonucleotidos usados para amplificar y secuenciar a los genes taty rev del VIH-1.

Los productos de PCR obtenidos se purificaron con el estuche MinElute Gel
Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) y se clonaron en el plasmido pJET1.2 siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se usaron 5 ul de la ligacion para transformar
bacterias E. coli Stabl3 por choque térmico. Se seleccionaron y aislaron 44 colonias
gue se resembraron en medio LB suplementado con 100 pug/ml de ampicilina y se
incubaron durante 12 hrs a 37°C. Finalmente, las bacterias se cosecharon y se les
realiz6 la extraccion de los plasmidos para su comprobacion por PCR y por

secuenciacion utilizando los oligonucleétidos que se indican en la Tabla 13.
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Viabilidad celular

Para evaluar la proliferacion y la viabilidad celular en presencia de los plasmidos
pLCI-ARNg1-3 y pNL4-3/pVSVG, se sembraron 1x10* células HEK293 en placas de
96 pozos, 24 hrs después se realizé la transfecciéon de los plasmidos con las
concentraciones que se indican en la Tablal2 y se monitore6 el cultivo celular
durante 7 dias. La proliferacion celular se midié6 mediante la tincion con azul tripano y
las células se contaron en la cAmara de Neubauer en los dias 1, 3, 5y 7 después de
la transfecciéon; asimismo, se realizd el ensayo de tincion por cristal violeta y la
determinacion de la viabilidad celular por citometria de flujo al dia 7 después de la
transfeccion. La viabilidad celular se determin6 mediante el uso del estuche
LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Ensayo de cristal violeta

Para determinar la viabilidad por el ensayo de cristal violeta, se retird
cuidadosamente el medio de cultivo de cada pozo a los 7 dias después de la
transfeccion y se realizaron dos lavados con agua, teniendo cuidado de no agregar el
agua directamente sobre las células. Se retir6 el agua inmediatamente y se
agregaron 150 ul de cristal violeta al 0.5% a cada pozo y la placa se incub6 por 20
min a temperatura ambiente con agitacion suave. Después se realizaron cuatro
lavados con agua, teniendo cuidado de no despegar a las células, se retir6 el exceso

de agua y se dejo secando por dos hrs a temperatura ambiente. Posteriormente se
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agregaron 300 ml de metanol a cada pozo y se incubd por 20 min a temperatura
ambiente en agitacion suave. Finalmente se cuantifico la densidad 6ptica a 570 nm
en un espectrofotometro Benchmark Plus Microplate Reader® (BIO-RAD). Se tomo
como 100% de viabilidad el valor de densidad 6ptica de las células que no recibieron

tratamiento.
Analisis de citometria de flujo.

La expresion de GFP y la viabilidad de células HEK293 se cuantific6 usando el
citbmetro de flujo BD FACS Aria II™ (BD Biosciences). El dia del andlisis, se
cosecharon las células HEK293 mediante la adicion de tripsina-EDTA, la cual
posteriormente se inactivd con 500 ul de medio de cultivo D-10. Las células se
lavaron dos veces con 500 ml de PBS 1X por centrifugacion a 805 xg durante 10 min.
Se descart6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 200 ul de PBS 1Xy

se mantuvieron a 4°C protegidas de la luz hasta ser procesadas en el citometro.

Para determinar la viabilidad celular se probaron también células HEK293 sin
transfectar y transfectadas con PX458 para tener células GFP+; ambos cultivos se
tomaron como control de muerte celular. Las células se incubaron con peréxido de
hidrogeno al 30% durante 1 hora. Para verificar la muerte en los cultivos las células
cosechadas se tifieron con 1 ul por muestra de LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead
Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.) por 30 min a temperatura ambiente y protegidas de
la luz. Después de la incubacion, las células se concentraron por centrifugacion y se

realizd un lavado con PBS 1X para retirar el exceso de la tincion. Finalmente, las
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células se resuspendieron en 200 ul de PBS 1X y se mantuvieron a 4°C protegidas
de la luz hasta ser procesadas en el citbmetro. Se cuantificaron 1x10° células

HEK?293 de cada muestra. Los datos fueron analizados con el software FlowJo v.10.
Infeccion de las células MT2

Para cultivar y mantener a las células MT2 se us6 el medio de cultivo R-10 y el
mismo protocolo usado con las células 8E5 mencionado anteriormente. El dia de la
infeccién, se sembraron 6x10* células MT2 en 50 ul de medio R-10, en una placa de
96 pozos y se infectaron con 50 ul del sobrenadante de las células HEK293 tratadas
con la construccion pLCI-ARNg1-3 y con los plasmidos pNL4-3/pVSVG. La placa de
cultivo se incub6 a 37°C, 85% de humedad y 5% CO, durante 10 dias. Se observaron
las células diariamente para monitorear la aparicion de sincicios (células gigantes
multinucleadas que se forman por la fusion de células infectadas con el VIH-1). El
sobrenadante fue cosechado al dia 10 después de la infeccion para la determinacion

cuantitativa del antigeno p24 de la capside viral por ELISA.
Determinacion del antigeno p24 de la capside viral

El sobrenadante de cultivo obtenido de las células HEK293 y MT2 infectadas, se us6
para cuantificar la concentracion del antigeno p24 de la capside del virus, con el
estuche Alliance HIV-1 P24 Antigen ELISA® (Perkin Elmer, EE.UU.), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se tomaron 200 pul de una dilucién 1:1,000 de los
sobrenadantes de cultivo correspondientes al control positivo, y una dilucién 1:2 de

los sobrenadantes tratados con los ARNg para determinar la concentracion de p24.
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Se realizo la lectura de la absorbancia por espectrofotometria a 490 nm en en un

espectrofotometro Benchmark Plus Microplate Reader® (BIO-RAD)
Andlisis Estadistico

Los resultados se presentan como el promedio de los triplicados independientes de
cada experimento + la desviacion estandar (DE) del promedio y se calcularon con la
prueba ANOVA de una via, utilizando el programa estadistico GraphPad Prism7,
para indicar las diferencias entre los grupos. Se consider6 un valor de P de <0.05,
como estadisticamente significativo (* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** p

<0.0001).
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RESULTADOS

Obtencion de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del

VIH-1

Debido al disefio y a la estructura de los oligonucleétidos usados, se realizé una
estrategia de dos PCRs para aislar las secuencias reguladoras LTR5’, INS, RRE y
el LTR3' y optimizar su amplificacion, como se muestra en el esquema de la
Figura 14A. Con esta estrategia se obtuvieron los productos Pre-LTRS’, Pre-INS,
Pre-RRE y Pre-LTR3’ en el primer PCR (Figura 14B) y se usaron como un
templado enriquecido para facilitar la amplificacién de las secuencias reguladoras
LTRS’, INS, RRE y el LTR3’ del VIH-1, mediante un segundo PCR semianidado.
Los productos obtenidos del segundo PCR semianidado corresponden al tamafio

esperado como se muestra en la Figura 14C.
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Primer PCR
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Figura 16. Estrategia para obtener las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1. A) Disefio de la
estrategia para la obtencion de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE. Se indican los productos del
primer y segundo PCR, los oligonucleétidos usados y el tamafio de los productos esperados. B) Amplificacion
de las secuencias correspondientes al promotor pre-LTR 5 (carril 2), la secuencia inhibidora pre-INS1
(carril3), secuencia de union a REV pre-RRE (carril4) y la secuencia con la sefal de poliadenilacion del LTR3’
pre-LTR3’ (carril 5). C) Productos del PCR semi-anidado para la obtencion de los fragmentos
correspondientes al promotor LTRS5’ (carril2), INS (carril 3), RRE (carril4) y LTR3’ (carril 5).

Doble unién por PCR

Una vez obtenidas las secuencias reguladoras INS, RRE y LTR3’ se unieron en un
solo producto de 2,076 pb para adicionarlas al plasmido pCAGCas9 (PX458). Este
procedimiento se llevd a cabo mediante la técnica de union por PCR (Figura 15),

cuya estrategia depende del alineamiento de las secuencias enlazadoras
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previamente disefiadas en los oligonucleétidos usados para la amplificacién de

INS, RRE y el LTR3’ (Figura 9).

LTR ' RRE | LTR 28
INSF INS R RRE F RRE R LTR3'F LIRS'R
INS + RRE + LTR3’
‘ LTR3’ R
p—
A —
INSF LTR3'R
Fusién de productos —
INSF 3
1 S
INS RRE LTR3’
INS-RRE-LTR

Figura 17. Disefio de la estrategia para la fusién de productos por PCR. Se realizé la fusién de las
secuencias INS, RRE y LTR3’ por PCR. Cada producto se identifica con un color (INS: morado, RRE: rojo y
LTR: Azul) y las secuencias enlazadoras de los oligonucledtidos indican el sentido y el orden de la unién.

Se logro obtener el amplificado correspondiente al IRL mediante la disminucion de
la concentracion de los templados usados (10 ng de cada producto de INS, RRE y
LTR3’) y la disminucién de la concentracién de los oligonucleétidos (40 nM, INS F
y LTR3’ R). Ademas, se realizd un ajuste de los ciclos de la PCR con un Unico
ciclo inicial con tiempos de hibridacion y elongacién extendidos, para favorecer el
alineamiento de las secuencias enlazadoras, seguido de 25 ciclos con tiempos
regulares (Figural6, carriles 3y 4). La adicién de mas de 10 ng de cada producto
correspondiente al INS, RRE y LTR3’, o el aumento de la concentracion de los
oligonucleétidos usados (>40 nM,) conduce a la aparicibon de productos

inespecificos (Figura 16 carriles 1 y 2). De igual manera, el aumento en el
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CRISPR/CAS9 UAM-I

numero de ciclos en el PCR favorece la formacion de amplificados no especificos

(datos no mostrados).

INS + RRE + LTR
200 nM Oligonucledtidos
INS + RRE-LTR
200 nM Oligonucledtidos
INS + RRE + LTR
40 nM Oligonucledtidos
INS + RRE-LTR
40 nM Oligonucledtidos

3054 pb
2036 pb

- 1636 pb

1018 pb

Figura 18. Fusién de productos de PCR correspondientes a las secuencias reguladoras INS, RRE y LTR3'.
Se muestra la union de los productos INS, RRE y LTR3’ por medio de PCR de punto final (carriles 1-4). Se
observa la aparicion de productos inespecificos con concentracion de 200 nM por cada oligonucle6tido
(carriles 1y 2), mientras que la concentracion de 40 nM (carriles 3 y 4) disminuye eficientemente la formacion
de productos inespecificos y favorece la amplificacion de los productos esperados.

Después de la obtencion del fragmento IRL (figura 17A) y para garantizar su
ensamblaje, fue necesario verificar la identidad del producto obtenido antes de
ligarlo al plasmido pJetl.2blunt. La verificacion consistié en la obtencién de un
patrén de digestion especifico por la enzima de restriccion Hindlll, cuya secuencia
se encuentra presente repetidas veces en el producto IRL. De acuerdo con el

analisis in sillico en el programa ApE, la digestion con Hindlll produce cuatro
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bandas de 1067 pb, 627 pb, 275 pb y 118 pb (Figura 17B) las cuales fueron

obtenidas como se observa en la Figura 17C.

Se comprob6 que el ensamblaje de la secuencia IRL fue correcto, mediante la
amplificacion de tres productos de PCR con oligonucleétidos que flanquean a los
sitios de fusion (Figura 17D). La obtencion de los productos con los tamafios
esperados confirma el sentido y la posicion de las secuencias INS-RRE-LTR
(Figura 17D carriles 2, 3 y 5 para el INS, RRE y LTR3’ respectivamente) lo que

garantiza su identidad.

A 1 2 ! B :tw. :4:;: (73] :«:.in 7970 u: :‘L: 3 Sant _
627 rea F 2/ Hingm 203 » —
275 Stant 1 Hinsu b2l ) 3 2 L Je—
19 [ 1w Ena 2063 [ S
3054 pb H Hind 11l ~90) Hind
2036 pb —
1636 pb 2076 pb c—
1018 pb ‘
p 1970 Mo
—— C D X0t e
Hind 11l
L B .
- 3054 pb 1 2 3 4
2036pb L o
517 pb - 1636 pb Wl
sk 1018 pb st St 3838 BB \
o : 1067 pb 1636 pb . ‘
pb 1018pb Nt 100 o .
298 p . 517pb 627pb) . g ' 1002 pb
e . D .
- 39 bp : §17pb H SSNe
- 298pb W e 1002 bp .
220pb 4 275 pb 1244 bp
- 154 pb [ .
’ 118 pb

Figura 19. Comprobacion de la identidad del producto IRL. A) Producto de 2076 pb correspondiente a IRL
después de la purificacion. B) Prediccion del patron de bandeo producido por el software ApE tras la digestion
enzimatica con Hindlll .C) Comprobacion de la identidad del IRL por medio de la restriccion con la enzima
Hindlll. D) Comprobacién de la identidad del IRL por PCR. Se observan los productos amplificados que
flanquean a los sitios de fusiéon de las secuencias INS, RRE y LTR3’. Los productos obtenidos tienen el
tamafio esperado de acuerdo con el esquema.
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Construccion del plasmido pLTR

Una vez obtenido el LTR (Figura 14C LTR) se cloné en el plasmido pJet y para

comprobarlo, se realizo la liberacion del promotor con las enzimas Xbal-Agel que

flanquean a esta secuencia (Figura 18A). El producto de 814 pb se us6 para

realizar el cambio del promotor en el plasmido pCAGCas9 (PX458). Para realizar

el intercambio de las secuencias se retir6 el promotor CAG (817 pb) de

pCAGCas9 realizando la restriccion con las enzimas Xbal y Agel (Figura 18B).

Las bandas correspondientes al promotor LTR5 (814 pb) y al plasmido p-

CAGCas9 sin promotor (S/P) (8472 pb) se purificaron y ligaron para obtener el

plasmido pLTR (9286 pb) (Figura 18C carriles 2 y 3) y transformar a las bacterias

E. coli Stbl3.

A

4072 pb
3054 pb

2036 pb
1636 pb

1018 pb

517 pb
396 pb
344 pb
298 pb

Restriccion Xbal-Agel

pJetLTR

[t |

' 4
-~

¢

8l14pb

LTR

10,000 pb
6,000 pb
4,000 pb

3,000 pb

2,000 pb
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.
:
. [['

Restriccion Xbal-Agel
pCAGCas9 (PX458)

]
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10, [—1
gfﬁﬁg EE H 9286 pb
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Figura 20. Construccion del plasmido pLTR. A) Se muestra la liberacion del promotor LTR de 814 pb del
plasmido pJetL TR5’ mediante una doble restriccion con las enzimas Xbal-Agel. B) Se muestra la liberacion
del promotor CAG de 817 pb del plasmido p-CAGCAs9 mediante una doble restriccion con las enzimas Xbal-
Age.l C) Se observan las bandas correspondientes a la purificacion del promotor LTR5’ (814 pb) carril 2, la
purificacion del plasmido pCAGCas9 sin promotor (PX458) (8,472 pb) carril 3 y la ligacion del promotor LTR5’
con el plasmido p-CAGCas9 S/P (9,286 pb) carril 4.
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Construccion de los plasmidos pIRL y pLCI

Una vez obtenido el producto correspondiente al IRL (Figura 16) se clon6 en el
plasmido pJet. Para comprobarlo se realizé la liberacion de este fragmento con las
enzimas Bsrgl-Notl que flanquean a esta secuencia (Figura 19A). El producto de
2,076 pb se utiliz6 para intercambiar la secuencia de poliadenilacion en el
plasmido pCAGCas9 y pLTR.

Para unir el IRL se retird la secuencia de poliadenilaciéon (257 pb) en ambos
plasmidos, el corte se realizé con las enzimas BsrGl y Notl (Figura 19B). Las
bandas correspondientes al INS (2,076 pb) y los plasmidos pCAGCas9 y pLTR sin
poliadenilacion (S/P) (9,029 pb) se purificaron y ligaron para obtener los plasmidos

pIRL y pLCI (11,105 pb) (Figura 19C) y transformar las bacterias E. coli Stbl3.
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Figura 21. Construccion de los plasmidos pIRL y pLCI. A) Se muestra la liberacion de la secuencia IRL (2076
pb) del plasmido pJetIRL por la doble restriccion con las enzimas BsrGl y Notl. B) Se muestra la liberaciéon de
la secuencia de poliadenilacion (257 pb) de los plasmidos pCAGCas9 y pLTR por la doble restriccion con las
enzimas BsrGly Notl. C) Se observan las bandas correspondientes a la purificacion de plasmidos pCAGCas9
y PLTR sin la sefal de poliadenilacion (9,029 pb) carril 2 y la purificacion de la secuencia IRL (2076 pb) carril

3; se observa ademas el producto de la ligacion de los plasmidos pCAGCas9 y pLTR con la secuencia IRL
(11,205 pb)
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Una vez obtenidos los plasmidos pLTR, pIRL y pLCI se confirmé su identidad por
secuenciacion de Sanger y se analizaron las secuencias obtenidas para verificar la

funcionalidad de cada uno de ellos como se indica a continuacion.
Analisis de la secuencia del promotor LTR5’

Se encontraron 21 mutaciones en el promotor LTR (Figura 20) y se analizaron
para verificar si alteraban la funcion del promotor o cambiaban la secuencia de la
caja TATA, la secuencia de union a los factores de transcripcion mas importantes
como SP1, NFkB, TCF-1a o la funcidén de la secuencia TAR. Se comprobo que las
mutaciones no alteran las secuencias de union a los factores de transcripcion
(Figura 21). Se identificaron dos mutaciones en la secuencia TAR por lo que se
realizd una prediccion de la estructura secundaria con el software Mobyle
QPasteur MFOLD. Las dos mutaciones encontradas no alteran la estructura de la
secuencia TAR ni el sitio de union a la proteina TAT al compararse con la
prediccion de la estructura secundaria de la secuencia TAR de la cepa de
referencia HXB2 (Figura 22). Estos resultados sugirieren que la secuencia de
promotor LTR se encuentra intacta y por ende no se altera su funcion para regular

la expresion génica.
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CRISPRICASSY UAM-I

PROMOTOR. str from 1 to 814
Llignment to
SECUENCIACISON. str from 1 te 814

Matches (|} :793
Mismatches (#):20
Gaps( ):2
Unattempted(.):0

* * * * * * * * * *
totagaggtacc I GEARGEECT AR T T R CTCCCARCGRRGRCARGATATCCTIGATCTGTGEAT CTACCACACACARGECTACTICCCTGATTAGCAGRR 100

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIII
ICTAGRGGTACCTGERAGEGCTARTTCACTCCCARRGRAGRCARGATAT CCTIGATCIGT GEAT CTACCACACACRAGGCTACTICCCIGATIGGCAGRR 100

* * * * * * * * * *

=

[y

* * * * * * * * *
101 CTACRCRCCRGGGCCAGEERT CAGATATCCRCTGRACCTTTGGAT GGTGCTACRAGCTAGTACCAGT TGAGCCAGRA-GAAGTTAGRAGRAGCCRARCRARAGS 199

cerrrrcrBeonBooooroorn@ooocoocorocococcoccrrcorrorn@ooooo oBroloooooooooe o B
101 CTACRCACCAGAGCCAGEEGT CAGATATCCAT TGACCTTTGEAT GGTGCTACRAGCTAGTACCAGT GEAGCCAGATARAG-TAGRAGRAGCCRARTARRAGE 199

* * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
200 AGAGRRCARCCRAGCTTGTIACACCCTGETGAGCCTGCAT GERAAT GEATGACCCGEAGAGAGAAGT GTTAGAGT GGAGETTTGACAGCCGCCTAGCATTTICAT 299
||||||||||m|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
200 AGAGAN RO T TG I AR T eI GAGCCT GI AT GEEAT AT GACCCTGAGAGAGAAGTGTTAGAGT GEAGETTTGACAGCCGCCTAGCATTICAT 299

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *

300 CACATGECCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTTCARGRACTGCTGACATCGAGCTIGCTACRAGGGACTITCCGCT GGEGACTTTCCAGGGAGECGTEECC 399
||Iml||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||m
300 CACGIGGCCCGRGAGCTGCATCCGGAGTACTICARAGRACTGCTGRCATCGAGCTTGCTRACRRAGGGACTITCCGCTGGGGRCTTTICCAGGGAGGCGTGECT 399

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
400 TGEECGGEGEACTGEEEAGT GGEGAGCCCTCAGAT CCTGCAT AT ARGCAGCTGCTTTTIGCCTGTACTGEGTCTCTCTGETTAGACCAGATCTGAGCCTGEE 499
|||||||||||||||||||||||||||||||||m|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
400 TEEECEEEACTHFEEAGT GGCERAGCCCTCAGRTGCTGCATATARGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGEGTCTCTCTGECTAGACCAGATCTGAGCCT GGG 499

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
500 AGCTCICTGECTRRCTAGEGRRCCCRACTGCT T ARG CTCART AR GCTIGCCTIGAGTGCTICARGTAGTGIGIGCCCGICTGITGIGIGACTICTGETIRAR 5099

RN (AR NN RN NN RN NN NN AR NN NN NN RN RN RN RN AR AR NRRRARRN : INARRNAARY
500 AGCTCICTGGCTAGCTAGGGARCCCACTGCTTRAAGCCTCARATARRGCTIGCCITGAGT GCTTCAAGTAGTGTGTGCCCEICTGITGTGTAACTCTGETAL 595

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
800 CTAGAGATCCCTCAGACCCTTITAGTCAGTGT GGARRATCTCTAGCAGTGECGCCOGALCAGGEACCTGARAGCGARAGEEARACCAGAGGAGCTCTICTIC 699

CELEUEEEEEEE L LR PR L L L L r e e e e @ eoeo oo
800 CTAGAGATCCCTCAGACCCTTITAGTCAGTGTGGARRATCTCTAGCAGTGECECCOGALCAGGGACTTGARAGOGARAGEEARACCAGAGGAGCTCTICTC 699

* * * * * * * * * *

* * * * * * * * * *
700 GRCGCAGGRCTCEECTIGCT GRRGOECGCACGEC AR GRAGECGAGEEECEECGACT GEIGAGTACGCCAR AN A TTTTGACT AGCGEAGECTAGRRGGRAGRAG 799

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIﬂllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
T00 GRCGCAGGACICGECITECIGARGUGCGCACGECARGAGECGAGEEECEECEACTGETGAGTACGCCARTATITITGACTAGCGEAGECTAGRRGEAGRG 799

* * * * * * * * * *

* *

200 AGggttaccaccggt 514
[ARERRRRERRRREN
800 AGGGTTACCRACCGGT £14

* *

Figura 22. Alineamiento de la secuencia de referencia correspondiente al LTR de la cepa HXB2 del VIH-1 con
la secuencia LTR aislada para regular la expresion de Cas9. Se muestran en rojo las mutaciones encontradas.
Alineamiento obtenido con el software ApE.
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CRISPRICASSY UAM-I

Layer_2 ROls HEHE-I| HEVE1 EPMIC EPMICL ERMIE TATA [
Susmary TACTTCAAGAACTGE GEGACTTTCC GGGACTTTCC GEGAGGCGETGEE TGOGCCEEAL TGGGGAGTGGE TATAA GETCTCTCTGGCT
BT Wariants oo ou v vvanavsan  ehssaeessssasessasas saaaaaaaaaaaeaaeaessaessaaaasasaas e
Index 1 11 1 1 1 LL 1 1 11 1
Reference  EEEEEEREGRAEEGET gogactrres gugecreree gugsgscgegge rgggegggac tegggsgrgge races
Reference-hh Y _F kK B ¢ 6 T F R_ b F P_G6 6 ¥ ¥ AT
» specssens NNIITRERRRRRENN i i Hin i i
TCF-1a NFkB | NFkB Il SP1 1l SP11I SP1 | Caja TATA
[LLayer_2 ROIs —_—FLS nRS SEHIINN  SPHENN  EEMEEEN  TATA l l LERNA
unary AGTGGCGCCCGAACAGGGAL CTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGARGCGCGCACGGCAAGAGEE
T vartenes bl i e s s s s aas L iaaaaasssssssssasaas i aaasasssssassEaaaaiiiiiiiiiiiiiatasssssessasaas
Indese 1 1L 1 1L 2l 3L aL
meference
Reference -Ak [1] A_ €
b spectnent I nnnyyym

SRR @R TATA —

CTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTOCTGAAGCGCGCACGOCAAGAGGCOAGGGGCGGCOACTOOTOAGTACGCCAATATTTTTOACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAG

IRES-Sefial de empaquetamiento

Figura 23. Analisis de las mutaciones del promotor LTR5’. Se indica en cddigo de colores las secuencias de unién a los factores reguladores de la transcripcion:
TCF-1¢ (azul), NFKkB | y Il (amarillo), SP1 1, I, Ill (verde), caja TATA (naranja), la secuencia de uniéon a Tat-TAR (rosa), IRES (rojo) e IRES-sefial de
empaguetamiento (turquesa). Las mutaciones encontradas se indican con flechas negras.
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CRISPRICASSY UAM-I
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Figura 24. Prediccion de la estructura secundaria de la secuencia TAR. En el lado izquierdo se muestra la estructura obtenida de la secuenciacion y se indica con
una estrella la posicion de ambas mutaciones y en rojo las secuencias funcionales de TAR. En el lado derecho de la figura se muestra la prediccion de la

secuencia TAR de la cepa de referencia HXB2 del VIH-1.
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Andlisis de la secuencia INS

Se analizé la secuencia correspondiente al INS para evaluar si la presencia de
mutaciones podria sugerir una pérdida de su funcion. Se encontraron 13
mutaciones a lo largo de la secuencia INS (Figuras 23 y 24). Se realiz6 una
busqueda bibliografica sobre las mutaciones que podrian alterar la funcion del INS
y se identificaron los sitios activos para la inhibicién de la exportacion nuclear, de
acuerdo con lo publicado por Schneider, R y col. en 1997. Las 13 mutaciones
encontradas no se encuentran sobre las regiones funcionales de la secuencia

inhibidora.
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CRISPR/CAS9 UAM-I

IRL

Figura 25. Mutaciones encontradas en la secuencia IRL. Se marca en color morado la secuencia correspondiente al INS, en rojo RRE y en azul el LTR3’. Se encontraron 31
mutaciones que estan marcadas a lo largo de las barras de colores como lineas verticales de color azul.
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CRISPR/CAS9 UAM-I

INS.ape from 1 to 1046
Alignment to
Secuenciacién INS.ape from 1 to 104€

Matches(]):1033
Mismatches ($):13
Gaps{ ):0
Unattempted(.):0

- - - - Ll - - - - -
1 GATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGEEEAAAGIAAAATATARAT TARAACATATACTATGEECARGCAGGGAGCTAGAACGATTOSCAGTTAATCC 100

RN RN AR R R R NN NN RN RN RANNANNANNAN [NRANRAN]
1 GATGGGARARART TCGGT TARGGOCCGGGGGARAGAARRAATATARAT TARAACATATAGTATGEGCARGCAGGGAGCTAGAACGATTOSCESTTARTCS 100
- -

. . . . . . . .

- . - - . - - . - -

101 TGSCCTGTTAGARACATCAGAAGGCTGTAGACARATACT CAGCTACAACCATCCCT TCAGACAGSATCAGAAGAACT TAGATCATTATATAATACA 200
RN R R R R R R RN RN R RN AR AR RN AN NN RAANAY

101 TGGCCTATTAGRAACATCAGAAGGCTGTAGACARATACTGGAACAGCTACARCCATCCCT TCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACA 200
- . - - . - - - - -
- - - - - - - - - -

201 GTAGCAACCCTCTATTGTGIGCAT CAAAGGATAGAGATARARGACACCAAGGAAGCT TTAGACAAGATAGAGGARGAGCARAACAARAGTARGARRAAARG 300
RN RN R R RN AR R RN RN RN AR RN RN AR RN

201 GTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGARGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGAAAAAANG 300
- - - - - - - . - -
- - - - - - - - - -

301 CACAGCAAGCAGCAGCTGACACAGGACACAGCAATCAGGTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGGCAAATGETACATCAGGCCATATC 400
IlHIllllllllll|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllll‘lllllllllllIIIIIIIIlllIllllllllllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIII
301 CACAGCAAGCAGCAGCTGACACAGGACACAGCAATCAGSTCAGACAIMM T TACCCTATAGTGCAGAACATOCAGGGECAAATGGTACATCAGGCCATATC 400

- - . - . . . - . -

- - . - . . . . . -

401 ACCTAGAACTTTAAATGCATGGGTAMAAGTAGTAGAAGAGAAGGCTTITCAGCCCAGAAGTGATACCCATGTITTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACCCOCA 500
DR N R N RN RN R RN RN RN RN
401 ACCTAGAACTTTAARTGCATGGGTARRAGTAGTAGAAGAGARGGCTTTCAGCCCAGARGTGATACCCATGTTTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCACCOTA 500
-

. . - - . . . - .

. . . - . . . . . .
S01 CARGAT T TARACACCATGC TAAACACAG TGGGGGGACAT CARGCAGCCATGCARA TG T TARAAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGATAGAG 600

R R AR RN R TR NN RN AR RN NANTANAAY
S01 CARGATTTAAACACCATGCTAAACATAGTGGAGGRACATCARAGCAGCCATGCARATGTTAAARGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGATAGAG 600

- . . - . . . . . .

- - - - - - - - - -
€01 TGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTAT TGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCARGGGGARGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACARATASG 700
|IIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIII|IllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.IIIIIlllllll|Ill|l||||Ill||||||ll|||IIIIIIIIII
601 TGCATCCAGTGCATGCAGGECCTATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGEEGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAGG 700
-

- . . . . - . . -

. . . . . . . . . .

701 ATGGATGACAAATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGARAT TTATAARAGATGGATAAT CCTGGGATTAAATAARATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGS 800
.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllllllllIllllllIllllllllllllllllllllll||l|||||||||“|||||l||||||l|“||l|
701 GIGGATGACAAATAATCCACCTATCOCAGTAGGAGAAAT T TATAAAAGATSGATAAT COTGEGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGE 800

- - . . . . . . . .

- - - - - - - . - -
801 ATTCTGGACATAAGACAAGGACCAAAGGAACCCTTTAGAGACTATGTAGACCGGTTCTATAAAACTCTAAGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGTAARRA 900

R RN NN RN RN RN AR NN NN NN AR NN NNRNARAN! : (N
801 ATTCTGGACATARAGACAAGGACCARAAGAACCCTITAGAGACTATGTAGACCGGTTCTATAAAACTCTARGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGTARMAA 500
-

. - . . . . . . .

- . - - - - - . - -
901 ATPTGGATGACAGAAACCT TG IGG T CCANAATGCGAACCCAGAT TG TAAGACTAT TTTAARAGCATTGGGACCAGCSGCTACACTAGAAGAAATGATGAC 1000

R RN (NN NN NN NN NN NN N NANNE : (NN NNNNRAANREEaAT
901 ATTGGATGACAGARACC TG I TGG T CCAGAATGCGAACC CAGA T TG TARGAC TAT T T TAARAGCATTGGGACCAGCAGCTACACTAGAAGARAATGATGAC 1000
.

. . - . - . . . .

. - . .

1001 AGCATGTCAGGGAGTAGGAGGACCCGGCCATAAGGCAAGAGTTTTG 1046
lIIIIlll'llIIII'IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIII
1001 AGCATGTCGGGGAGTGGGAGGACCCGGCCATAAGGCAAGAGTTTTG 1046
. . . N

Figura 26. Alineamiento de la secuencia INS de la cepa de referencia HXB2 con la secuencia INS aislada
para inhibir la expresion de Cas9. Las mutaciones encontradas se muestran en color rojo. Alineamiento
obtenido con el software ApE.
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Andlisis de la secuencia RRE

La secuencia RRE, presentd dos mutaciones. Debido a que la funcién de esta
secuencia depende de la estructura secundaria que forma, se verifico si las
mutaciones pudieran alterar la funcién del RRE, para lo cual se realizé la
prediccion de la estructura secundaria usando el software Mobyle QPasteur
MFOLD. La prediccion muestra que las mutaciones encontradas no alteran la
estructura secundaria con respecto a la prediccion obtenida por la secuencia RRE

de la cepa de referencia HXB2 (Figura 25).

dG = -149.34 finitially -153.70] RRE-SEQUENCE dG =-143.94 ﬁmna;’;‘v -148.301 RRE-HXB2

Figura 27. Estructura secundaria del RRE. A la izquierda se muestra la estructura obtenida por secuenciacion.
Las mutaciones encontradas en la secuencia se indican con una estrella de color negro en comparacién con
la estructura del RRE de la cepa HXB2 del VIH-1 que se encuentra a la derecha.
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Analisis de la secuencia LTR3’

Al analizar la secuencia LTR3’ se encontraron las mismas mutaciones que en
LTR5'.

Sin embargo, en el andlisis de la prediccion de la estructura secundaria se
identific6 una Unica mutacién en el tallo de la estructura de la region de
poliadenilacion. La secuencia funcional de la sefial de poliadenilacion se encuentra

localizada en el asa de la estructura, lo que sugiere que su funcién se mantiene
integra (Figura 26).
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Figura 28. Estructura secundaria de la sefial de poliadenilacion. A la izquierda se muestra la
estructura obtenida por secuenciacion y los sitios funcionales se indican con rojo. La mutacion se

indica con una estrella de color negro. A la derecha se muestra la estructura secundaria
correspondiente a la sefial de poliadenilacién de la cepa de referencia HXB2 del VIH-1.
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Estructura de los plasmidos

Con los resultados anteriores se comprobd la identidad de cada una de las
construcciones y se garantizd la funcién de las secuencias reguladoras para
controlar la expresion de los genes Cas9 y GFP. La estructura general de los
plasmidos construidos se muestra en la Figura 27 y se indica la dependencia a las

proteinas virales Taty Rev.

p-CAGCas9 (PX458)

CAS9 2A N*odepende de Tat o Rev

p-LTRCas9 (pLTR)

—-4 CAS9 [ 2A Depende de Tat

p-CAGCas9-IRL (plIRL)

CAS9S 2A Depende de Rev

p-LTRCas9-IRL (pLCl)

CASS [ 2A m Depende de Tat y Rev

Figura 29. Representacion esquematica de la estructura de los plasmidos usados para la transfeccion de las
células HEK293. La dependencia o independencia a las proteinas virales Tat o Rev se indica en cada
plasmido. CAG: promotor sintético constitutivo; 2A: péptido de autoescision; PA: sefial de poliadenilacion;
LTR: promotor de VIH-1; INS: secuencia inhibidora; RRE: elemento de respuesta a Rev.

Evaluacion del control de la expresiébn génica por las

secuencias LTR e IRL.

Para evaluar el control de la expresidn génica por las secuencias reguladoras del
VIH-1, se usoé el pldsmido PX458 como control de transfeccion. Se usaron los
plasmidos pLTR, pIRL y pLCI en concentraciones equimolares considerando el

tamafio de las construcciones, para transfectar células HEK293 y comparar el
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efecto entre las secuencias reguladoras. Las células GFP+ se observaron 48 hrs
después de la transfeccion por microscopia de fluorescencia (Figura 28A). La
presencia de GFP indico la capacidad que tienen las secuencias pLTR y pIRL del
VIH-1 para inhibir la expresion del gen Cas9 (Figuras 28A y B). Los ensayos de
transfeccion mostraron una disminucién en el porcentaje de células GFP+ para
PLTR (13.27%), pIRL (11.49%) y pLCI (0.54%) en comparacion con PX458 (60.4%
de células) (Figura 28B). La disminucion en la expresion de GFP sugiri6 que
estaba regulada negativamente por el promotor LTR y las secuencias inhibidoras
presentes en IRL, y que las proteinas virales Tat y Rev son necesarias para
inducir la expresion de GFP. Por otra parte, se observd que LTR e IRL (pLCl)
presentaron un efecto regulador sinérgico que se reflejo en una fuerte disminucion
en el niumero de células GFP+ en comparacion con el promotor (pLTR) y con las

secuencias inhibidoras solas (pIRL) (Figuras 28B y C).
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Figura 30. Inhibicion de la expresion génica por las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE. A) Inhibicion
diferencial de la expresion del gen GFP en células HEK293 transfectadas con PX458 (control de transfeccion),
pLTR, pIRL y pLCI en ausencia de las proteinas virales Tat y Rev. Las células GFP+ se observaron 48 h
después de la transfeccion por microscopia de fluorescencia a 40, 100 y 400x. B) Grafica representativa del
promedio del porcentaje de células GFP+ transfectadas con PX458, pLTR, pIRL y pLCI. C) Representacion de
gréafica de puntos para células GFP+ de las transfecciones realizadas con PX458, pLTR, pIRL y pLCI (se
muestran 1,000 eventos). Se observé la inhibicion de la expresién del gen GFP por las secuencias
reguladoras del VIH-1 (LTR e IRL) P <0,0001. Se muestra el promedio + DE de tres experimentos
independientes.

Por otra parte, para comprobar la dependencia a las proteinas Tat y Rev e inducir
la expresion de GFP, los ensayos de transfeccion se llevaron a cabo utilizando el
plasmido pCV1 (el cual proporciona ambas proteinas) y los plasmidos que
contienen las secuencias reguladoras (pLTR, pIRL y pLCI) (Figura 29A esquema
de transactivacion). La cotransfeccion de las construcciones pLTR, pIRL y pLCI
con pCV1 dio como resultado una sobreexpresion del gen GFP, que muestra una
regulacion positiva de la expresion de Cas9 y GFP. Los resultados se confirmaron
por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo (Figuras 29A-D). Se
observo que no hubo diferencia en el porcentaje del numero de células GFP+ al

comparar las construcciones probadas (Figura 29C).
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Figura 31. Regulacion de la expresion génica por las proteinas Taty Rev. A) Representacion esquematica de
la regulacién de la expresion del gen GFP por Tat y Rev para pLTR, pIRL y pLCI. Expresion diferencial del
gen GFP en células HEK293 transfectadas con PX458 (control de transfeccion), pLTR, pIRL y pLCI con o sin
pCVL1. Las células GFP+ se observaron 48 h después de la transfeccion por microscopia de fluorescencia a
100x. B) Representacion gréafica de puntos de células GFP+ para PX458, pLTR, pIRL y pLCI con o sin pCV1
(se muestran 1,000 eventos). Se observd la inhibicion de la expresién del gen GFP por secuencias
reguladoras del VIH-1 (LTR e IRL) y la sobreexpresion de la GFP por la presencia de las proteinas virales Tat
y Rev (pCV1+). C) Gréfica representativa del promedio del porcentaje de células GFP+ transfectadas con
PX458, pLTR, pIRL y pLCI con o sin pCV1. P <0,0001. D) Grafica representativa del promedio de la IMF de
células HEK293 transfectadas con cada construcciéon con o sin pCV1. P <0,0001. Para todos los graficos, la
barra negra representa el control de transfeccion; las barras blancas representan la transfeccion de pLTR,
pIRL Yy pLCIl en ausencia de Taty Rev; Las barras rojas indican el efecto de Taty Rev en la expresion de GFP
para todas las construcciones. Se muestra el promedio + DE de tres experimentos independientes.
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En cambio, se observé una diferencia en la intensidad media de fluorescencia
entre las construcciones probadas, lo que sugiere que puede ser dependiente del
efecto de las secuencias reguladoras. Se pudo observar que las secuencias INS
tienen un efecto potente para disminuir la expresion génica aun con la proteina
viral Rev pero no un efecto directo en el numero de células que expresan GFP
(Figuras 29C y D). Cuando el promotor CAG fue sustituido por el LTR, se observo
qgue la proteina Tat del VIH mejora notablemente la eficiencia transcripcional del
LTR en comparaciéon con el promotor CAG (pIRL comparado con pLCl, IMF
Figuras 29D y 30 A y C). El efecto inhibidor otorgado por el INS fue compensado
por la fuerte activacion del LTR por Tat. Este resultado coincide con lo reportado
en otros estudios en donde se ha demostrado que el LTR-Tat es un promotor
mucho mas eficiente que el promotor de CMV (McCoubrie y col., 2004). Para
confirmar la dependencia de las construcciones a las proteinas virales, se detecto
por Western Blot la presencia de Tat y Rev en las células transfectadas con o sin

pCV1 (Figura 30B).
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Figura 32. Regulacion del gen GFP dependiente de la presencia de las proteinas Taty Rev. A) Imagenes de
microscopia de fluorescencia a 100x que muestra a las células HEK293 positivas para GFP que se
transfectaron con pLCI con o sin pCV1. B) Deteccién de las proteinas virales Tat y Rev por Western Blot en
células transfectadas con o sin pCV1. La actina se utilizé como control de carga de proteinas. C) Histograma
de citometria de flujo que muestra la superposicién de la poblacion de las células GFP+ por el LTR e IRL por
separado y en conjunto, en presencia 0 ausencia de Tat y Rev (pCV1 +/-). Se observa una expresion
diferencial medida a través de la presencia de células positivas para GFP y la IMF. pLTR en negro, pIRL en
azul y pLCl en rojo.

Curva de titulacion de los plasmidos pLCly pCV1

Para evaluar la sensibilidad de la regulacion propuesta, se realizé un experimento
de titulacion de pLCl y pCV1 para inducir la expresion de Cas9. Las células
HEK293 se transfectaron con diferentes concentraciones de pLCl y pCV1 y la
expresion de GPF se analizo por microscopia de fluorescencia y citometria de flujo
48 hrs después de la transfeccion. Se observo que las concentraciones de pLCI
menores de 45 ng en ausencia de Tat y Rev, mantuvieron la expresion de GFP
controlada, y el aumento de la concentracion de pLClI a 60 ng, condujo a la
presencia de GFP (Figura 31A). La concentracion minima de pCV1 necesaria

para expresar la GFP fue de 35 ng (Figura 31B). Por otra parte, la proporcion para

INCMNSZ | RESULTADOS



obtener la maxima expresion de GFP fue de 1:13 de pLCI (45 ng) y pCV1 (600
ng), respectivamente (Figuras 31A-D). No se observé un aumento en el nimero
de células GFP+ o en la IMF a concentraciones mayores a 600 ng de pCV1 y de
45 ng de pLCl, lo que sugiere la saturacion del sistema. Estos resultados
demuestran que el sistema puede responder a bajas concentraciones de Tat y
Rev y que la expresion es directamente proporcional a la disponibilidad de las

proteinas virales Taty Rev.
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Figura 33. Reactivacion de la expresion de GFP dependiente de la concentracion de pCV1. A) Gréafica que
representa los valores promedio de las células GFP+ para cada concentracion de pLCIl y pCV1. B) Gréfica
gue representa los valores promedio de la IMF de la expresion de GFP para cada concentracion de pLCl y
pCV1. El aumento de los niveles de expresion de GFP depende directamente de las concentraciones de
pCV1; se observa el mayor numero de células GFP+ y de la IMF con 45 ng y 600 ng de pLCly pCV1
respectivamente. P <0,01. C) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HEK293 48 h después de
la transfeccion con diferentes concentraciones de pLCI (15-60 ng) y pCV1 (200-600 ng). D) Representacion de
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CRISPRICASSY UAM-I

gréfica de puntos de células GFP+ para la cotransfeccion de pLCI (15-60 ng) y pCV1(200-600 ng) (se
muestran 1,000 eventos). Se muestran los valores promedio + DE de tres experimentos independientes.

Inhibicion de la expresion de GFP por los ARNg

Se seleccionaron tres ARNg dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1, los cuales
cumplieron con los criterios de seleccidén del Broad Institute que incluyen una alta
actividad para inducir el corte y que se representa como “score” y ser altamente
conservados, para abarcar a un mayor numero de variantes virales. Los ARNg
también fueron seleccionados tomando en cuenta su proximidad al extremo 5’

para mejorar el efecto de inhibicion (Figuras 32A y B).

A Nombre sentde | Sewene S BT AAICCTA AQTA A OCC
tat & = =< s Re T S 2§

gRNA1 + TAGATCCTAGACTAGAGCCCTGG 0.4930 0126 tat =@, -~ elew sSraozees== 2 = N R,

e ——————— | ¢ (Y]

Avev

gRNA3  +  AGGGGACCCGACAGGCCCGAAGG 0.5922 0.1397 tat/rev A s Accc Ac A \ CQC A A
IVVIVA v % JWGMA
=== = N8

s NOeTA S SET T TSRS =

Figura 34. Secuencias de los ARNg para la inactivacion de los genes taty rev del VIH-1. A) Las puntuaciones
de especificidad para CRISPR se calcularon mediante el software CRISPRko
(http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design). B) Imagen que muestra la
conservacion de cada secuencia de los ARNg. Se alinearon 769 secuencias del VIH-1 del subtipo B
correspondientes a cada ARNg del Compendio de Secuencias del VIH del Laboratorio Nacional de Los
Alamos (LANL) de EE.UU.
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Una vez seleccionados, los ARNg se acoplaron al plasmido pLCI. Los
oligonucleétidos se alinearon y se fosforilaron para ser unidos al plasmido pLClI, el
cual se corté previamente con la enzima Bbsl para ser programado (Figura 33A).
Se corrobord la restriccion en pLCI al observar la liberacion de 20 pb y después se
realiz6 la purificacion. Los pldsmidos programados con cada ARNg se

comprobaron por PCR como se indica en la (Figuras 33B y C).

A CONSTRUCCION B COMPROBACION
>
"‘,“ § Alineados y fosforilados 415 pb
a = l_l'_'\ [ |
- E ég T % ) 145 pb
Y X g% & & B 270 pb A
o Qo 33 < < < 1 [ 1
r 1
=2 PX4S8 F iy e e PX458 R
10,000pb [ — ARNg 1 ARNg2 ARNg3
2,000 pb
1,000 pb ¥ 5 3 5 3 § 1 3 g
500 pb C : i : : : :
P g 3 $ 3 3 3 i 3
g § H H H H
1,200 pb  —
1,000 pb
800 pb
B oo -— -— -—
iberacién de 20 pb - s e
Liberacién de 20
i gl 270 pb 270 pb 270pb
145pb 145 pb 145 pb

Figura 35. Programacion de las secuencias de los ARNg en pLCI. A) Restriccion del plasmido LCI con la
enzima Bbsl para liberar 20 pb y generar los extremos cohesivos para ligar las secuencias de los ARNg1,2,3
previamente alineados y fosforilados (carriles 5-7). B) Esquema que indica la estrategia para comprobar los
plasmidos programados mediante la amplificacion por PCR de 3 productos con tamafos especificos. C)
Comprobacién por PCR para cada ARNg. Se observa el patron de bandas que confirma los plasmidos
programados con cada ARNg.

Una vez programados los plasmidos, se evalu6 el efecto de los ARNg dirigidos a
los genes tat y tat/rev. Los ensayos de transfeccion con los ARNg mostraron una
disminucion en el porcentaje de células GFP+ en presencia de las proteinas Tat y
Rev codificadas por pCV1, en comparacion con el control (ARNgl 40%, ARNg2

71% y ARNg3 35% (Figura 34B). Ademas, el analisis de citometria de flujo mostré
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una disminucién en la IMF para todos los ARNgs (ARNg1l 48%, ARNg2 73% y
ARNQg3 45%; P <0.001 (Figura 34 D). Se observo que el ARNg2 tuvo un efecto
regulador mas potente que los ARNgl y ARNg3, tanto en el niumero de células
GFP+ como en la IMF. Esto puede deberse probablemente a que el ARNg2 esta
dirigido contra los dos genes regulatorios tat y rev (P <0.001) (Figuras 34 A-D). El
andlisis de WB también mostré una disminucién en la deteccion de Tat y Rev en
las células transfectadas con los ARNg1-3, lo que demuestra la autorregulaciéon
del sistema (Figura 34E). Se observd, ademas, un desplazamiento de la poblacion
de células GFP+ a bajos niveles de fluorescencia, cuando se probaron los 3 ARNg

en presencia de Taty Rev (Figura 34C).
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Figura 36. Inhibicién de la expresion del gen GFP por los ARNg. A) Expresiéon de GFP en las células HEK293
transfectadas con pLCI, pLCI con pCV1 y pLCI-ARNg1-3 con pCV1, 48 hrs después de la transfeccion. Las
células se observaron en microscopio de fluorescencia a 40x, 100x y 400x. B) La grafica representa los
valores promedio de las células GFP+. Las secuencias reguladoras del VIH-1 y la adicion de los ARNg
dirigidos contra tat y tat/rev muestran una inhibicion de las células GFP+ en presencia de proteinas Tat y Rev
(ARNg1 40.3%, ARNg2 71% Yy ARNg 35%), P <0.001. C) Comparacién de la inhibicion de la expresion del gen
GFP por LTR e IRL. La grafica muestra un desplazamiento de las células GFP+ a menor intensidad de
fluorescencia para todos los ARNg en presencia de Tat y Rev. Se muestra la induccién de la expresion de
GFP por las proteinas Taty Rev (negro) y el efecto de los ARNg 1, 2y 3 (rojo, azul y verde, respectivamente).
D) La grafica representa el promedio de la IMF de la expresion de GFP. Las secuencias reguladoras del VIH-1
y la adicion de ARNg dirigidos contra taty tat / rev muestran una inhibicion de MFI en presencia de proteinas
Taty Rev (ARNg1 48%, ARNg 73% y ARNg 45%), P <0.001. E) Deteccion de las proteinas virales Taty Rev
por Western blot en células HEK293 transfectadas. Se observa el abatimiento de las proteinas Taty Rev por
los ARNg1,2,3. Se uso actina como control de carga de proteinas. Se muestran los valores promedio + DE de
tres experimentos independientes.
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Inhibicidn de lareplicacion del VIH-1 por ARNg

Para verificar el efecto de los ARNg sobre la replicacion viral, se usé un modelo de
produccién del VIH-1 pseudotipado con VSV-G (Figura 35), usando los plasmidos
pNL4-3 y pVSV-G. El virus producido fue capaz de infectar a la linea celular

HEK?293.
PNLA:3 (HIV-1)

pNL4-3 _{f'lV-l) -;_"' HEK293

No hay infeccién

c;f%%
Q;( gg,fj’ ;:;}gplzo

.Ijk\%

VIH-1

Virus pseudotipado

Figura 37. Produccion del VIH-1 pseudotipado con VSV-G. La transfeccion del plasmido pNL4-3 en las
células HEK293 induce la produccion de particulas virales infecciosas del VIH-1. La cotrasfeccién de pNL4-3
con pVSV-G induce la formacién de particulas virales del VIH-1 las cuales acoplan a su membrana a la
glicoproteina VSV-G lo que le confiere al virus la capacidad de infectar cualquier tipo celular emulando un
modelo de infeccion.

Se realiz6 la cotransfeccion de pNL4-3/pVSV-G con pLCI-ARNg y después de 6
dias, se observo una fuerte inhibicion de la expresion de GFP con cada ARNg
probado de manera independiente (75-82%) y la mezcla de todos (83%), en
comparacion con el control pLCI/pNL4-3/pVSV-G (Figuras 36A y B). Para

confirmar que la autorregulacion del sistema tiene un efecto sobre la replicacion
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viral, se cuantificé por ELISA la concentracion del antigeno de la capside p24 en el
sobrenadante de cultivo. Se observo una fuerte disminucion de los niveles de p24
cuando los ARNg se probaron de forma individual; sin embargo, cuando se prob6
la mezcla de todos los ARNg1-3 se alcanzé la indetectabilidad de p24 (Figura

36C).

°

09

80% 82% 70% 83%

o
@

Células GFP+ (Unidades Relativas)
Niveles de p24 (Unidades Relativas)

0o 1= gl o -
pLCHPNL4-3 gRNA 1 gRNA 2 gRNA 3 gRNA 1-3 pLCHpPNL4-3 gRNA1 gRNA2 gRNA3 gRNA1-3

Figura 38. Inhibicion de la replicacion del VIH-1 por los ARNg. A) Las células HEK293 se co-transfectaron con
pLCI, pLCI-ARNg1-3 y pNL4-3; 6 dias después de la transfeccion, se observé la expresion de GFP por
microscopia de fluorescencia a 100x. B) Inhibicién de la expresion del gen GFP por los ARNg. Las células
GFP+ tratadas con cada plasmido se cuantificaron por citometria de flujo. La barra negra representa el control
de transfeccion de pLCI con pNL4-3, las transfecciones realizadas con pLCI con los ARNg1, 2, 3 representan
las barras en color rojo, azul y verde respectivamente y la mezcla de todos los ARNg en color naranja; todos
en presencia de pNL4-3, . P <0,0001. C) La replicacion del VIH-1 se determind mediante la deteccion de los
niveles de p24 en el sobrenadante por ELISA.
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Se verifico la escision del ADN inducida por el efecto de la mezcla de los ARNg,
para lo cual se realiz6 la extraccion de ADN celular y la amplificacion por PCR
usando oligonucledtidos que flanquean a los genes tat y rev (Tabla 13). Se
observo la presencia de tres bandas correspondientes al ADN sin escision (3,000
pb), el corte realizado por ARNg1/ARNg3 (444 pb) y por ARNg2/ARNQg3 (558 pb)
(Figura 37B). Estos resultados son consistentes con el analisis in silico (Figura

37A).

Los productos amplificados se clonaron en el plasmido pJetl.2 y se aislaron 44
colonias para posteriormente extraer los pladsmidos y comprobar por PCR el
tamafo del producto clonado (Figura 37C). Se confirmaron 32 secuencias que
corresponden a las mutaciones esperadas y se determind que la eficiencia del
sistema disefiado para escindir al genoma viral fue del 90.6% y que incluye cortes
realizados entre el ARNg1-ARNg3 y el ARNg2-ARNg3. El 9.3% corresponde a
mutaciones hechas por un solo ARNg (Figura 38). Finalmente se comprobo la
escision por secuenciacion (Figura 39) confirmando los cortes realizados con
cada ARNg. Por otra parte, se descartaron 12 plasmidos debido a que no se

obtuvo la secuenciaciéon confirmatoria.
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Figura 39. Escision del genoma viral por los ARNg. A) Representacion esquematica del genoma del VIH-1 que indica la ubicacion de los ARNg en los exones
correspondientes a los genes virales tat y rev. La ubicacion de los ARNg se indica en rectangulos rojo, azul y verde, y la posicion de los oligonucleétidos usados
para obtener los productos de PCR se indica en negro. Los cortes realizados con los ARNg dan como resultado tres productos de 3000 pb (sin escisién), 558 pby
444 pbh. B) Ildentificacion de los productos escindidos por los ARNg; la imagen del gel de agarosa al 1.5% muestra la presencia de bandas de 444 pb y 558 pb
correspondientes a la pérdida de 2556 pb y 2442 pb, por el efecto del ARNg1-ARNg3 y ARNg2-ARNg3, respectivamente.C) Los productos de PCR obtenidos se
clonaron en pJetl.2 y se obtuvieron 44 plasmidos. Se comprob6 por PCR el producto ligado.
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9.3%

Combinacion de ARNg Tamano Numero de colonias
B ARNgl1/ARNg3 444 pb 27/32 (84.3%)
B ARNg2/ARNg3 558 pb 02/32 (6.2%)
[] sindeleciones 3,000 pb 03/32 (9.3%)

Figura 40. Gréfica que representa el porcentaje de plasmidos que contienen los productos de PCR de 444 pb, 558 pb y 3000 pb que se obtuvieron por el efecto
de los ARNg1-3.
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Figura 41. Secuencia representativa del corte del genoma viral por los ARNg. Se indica la secuencia de unién a los ARNg 1, 2 y 3 en color rojo, azul y verde
respectivamente; ademas se muestra el electroferograma de cada escision.
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Viabilidad

Una vez verificado el efecto de los ARNg para autorregular el sistema propuesto y
tomando en cuenta que la edicidbn multiple conduce a la cura de las células infectadas, se
evalud su efecto sobre la proliferacion y la viabilidad celular. El andlisis de la viabilidad
celular mostré6 que la mezcla de los ARNg es inocua ya que no afecto la proliferacion
celular en comparacion con las células sin tratamiento y con las células transfectadas con
Cas9 sin ARNg (pLCl) (Figuras 40 y 41). Ademas, se observd que los ARNg protegen
contra la muerte celular inducida por las particulas del VIH-1 pseudotipado con VSV-G
(Figura 42). Las células que produjeron al VIH-1 pseudotipado mostraron cambios en su
morfologia y en la tasa de proliferacion desde el dia 3; este efecto se incremento para el
dia 7 donde se observo la inhibicion contundente de la proliferacion y muerte celular
(Figuras 40 y 41A) que se comprobo por el ensayo de cristal violeta para la transfeccion
de pLCI/pNL4-3/pVSVG en comparacion con las células protegidas con los ARNg

(Figuras 41B y C).

Para evaluar la viabilidad por citometria de flujo se usaron controles de células que
expresaban GFP, células vivas y células muertas marcadas con el reactivo LIVE/DEAD®
Fixable Agua Dead Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.), para compensar y evitar la
interferencia entre ambas fluorescencias (Figura 42A). Se observé una disminucion
significativa de la expresion de GFP en las células que se transfectaron con los ARNg1-3
en presencia del virus. Ademas se obtuvo una viabilidad por arriba del 94% en las células
tratadas con los ARNg1-3 en comparacion con las células no protegidas (pLCIl/pNL4-
3/pVSVG), lo que comprueba la inocuidad y la proteccion que confieren los ARNg (Figura

42B).
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Figura 42. Imégenes de las células HEK293 transfectadas con los pldsmidos pLCl, pLCI-ARNg1-3, pLCI-ARNg1-3
/IpNL4-3/pVSVG y pLCI/pNL4-3/pVSVG después de 1, 3, 5y 7 dias de la transfeccion. Las células se observaron en
campo claro y por microscopia de fluorescencia a 100x. Se aprecia que los ARNg no alteran la proliferacion o la
morfologia celular, sin embargo, en ausencia del efecto protector de los ARNg (pLCI/pNL4-3/pVSVG), las células
cambian su morfologia y no proliferan manteniendo la expresion de la GFP.

INCMNSZ | RESULTADOS



pNL4-3/ pVSV-G
I_—l

A 6.0x10°) o HEK293 WT B Control  pLCl PpLCI-ARNg1-3 pLCI-ARNgl-3 pLCl
- = i ;
# LCI-gRNA(1-3) /4 W NV .
+ LCI-gRNA(1-3)/pNL4-3 /pVSV-G :
¥ LCI/pNL4-3/pVSV-G 3 " 4 / R
C ; - *kk .
B 4.0x10° r 1
-ﬂ 10
2 ’5 Jkk
8 2
) =
-] &
:
£ 20x10° 5
: a 0s.
2 £
[
s
s
=
S
0 Dlla 0 Dlla 1 Dlla 3 Dl’a 5 Dlla 7 8 HEK293 WT L LCI-gRNA(13) LCI-gRNA(1-3)/pNL4-3 LCUpNL43
pLCI-ARNg(1-3)
D HEK293 WT pLCI pLCI-ARNg(1-3) pNL4-3/pVSV-G LCI pNL4-3/pVSV-G
2 4 oy s & ¥ L™ & o0y

{73

e =

Figura 43. La transfeccion de pLCI-ARNg 1-3 no mostr6 cambios en la viabilidad celular y protege a las células de la
muerte causada por el virus codificado en pNL4-3. A) El grafico muestra la proliferacién de 1 x 10* células HEK293 en
placas de 96 pozos y el crecimiento celular se monitoreé durante 7 dias. La viabilidad celular se midi6 mediante la
prueba de exclusion del colorante azul Tripano. B) Fotografia de los pozos correspondientes al ensayo de cristal violeta.
Se aprecia la muerte celular para el cultivo que no esta protegido con los ARNg en presencia del VIH-1(pLCI-ARNg (1-
3) pNL4-3/pVSV-G) C) Gréfica que representa la viabilidad de células HEK293 tratadas con cristal violeta en el dia 7
después de la transfeccion. D) Imagenes de células HEK293 transfectadas con los plasmidos después de 7 dias. Las
células se observaron en campo claro y por microscopia de fluorescencia a 100x.
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Figura 44. Ensayos de viabilidad celular. Las graficas A y B representan los parametros que se definieron para la determinacion de la viabilidad celular. A)
Histograma que representa a las células HEK293 sin tincion con el kit de células muertas, y células transfectadas con PX458 como control de expresion de GFP.
B) Histogramas que representan las células tefiidas con el kit de células muertas Aqua Fixable LIVE/DEAD tomando en cuenta la compensacion por la
fluorescencia de GFP; se usaron células vivas y muertas con y sin GFP para definir los parametros para la medicion de la muerte celular. C) Gréfica de puntos
que indica de la viabilidad celular medida por citometria de flujo usando el kit de tincion de células muertas Aqua Fixable LIVE/D EAD. Se cuantificaron las células
GFP+ para todas las condiciones, despues de 7 dias de la transfeccién. Se muestran 1,000 eventos para cada muestra. HEK293 WT (negro), pLCI vacio
(pldsmido que contiene el promotor LTR, secuencias inhibidoras de INS y RRE, Responsive Rev Element) (gris), pLCI con ARNg 1-3 (azul), pLCI-ARNg 1-3 y
pNL4 -3 (naranja) y pNL4-3 (rojo). D) Gréfica que representa el porcentaje de la viabilidad celular medida por citometria de flujo para el dia 7 de la transfeccion
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Ensayo de infeccién de MT2

Finalmente, se examino la presencia de los virus viables en los sobrenadantes de las
células HEK293 para evaluar si habia un escape del virus al efecto de los ARNg 1-3.
Para esto, se realizaron ensayos de infeccion en células MT2, ya que esta linea
celular tiene la caracteristica de formar sincicios (células gigantes multinucleadas)
cuando estan infectadas con VIH-1, lo que permite visualizar mas faciimente al
microscopio el seguimiento del cultivo. Se observo la formacion de sincicios desde el
segundo dia de cultivo para las células que se infectaron con el sobrenadante de las
células HEK293 no protegidas y transfectadas con pLCI/pNL4-3/pVSVG. Los cultivos
mostraron muerte celular después del cuarto dia, sin embargo, las infecciones
provenientes de los sobrenadantes de células tratadas con los ARNg individuales en
presencia del virus mostraron discretos indicios de la infeccién hasta 7 dias después
de haberse iniciado el cultivo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el
ensayo de deteccion de p24 por ELISA (Figura 36C). Por otra parte, los
sobrenadantes provenientes de las células transfectadas con la mezcla de todos los
ARNg 1-3, no mostraron evidencia de la formacion de sincicios o de la infeccion por
VIH-1 que se cuantificd por la deteccién de p24 por ELISA (Figuras 43A-C). Estos
resultados en conjunto con el andlisis de secuenciacion demuestran que la induccion
de mutaciones multiples en un sistema autorregulado puede conducir al control de la

replicacion y a la erradicacion del VIH-1.
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Figura 45. Ensayo de infeccion en células MT2. A) Las células MT2 se cultivaron con el sobrenadante de las células HEK293 transfectadas (células sin plasmido
como control negativo, pNL4-3 como control de infeccion y células tratadas con los pLCI-ARNg1-3, por separado y todos juntos); la formacion de sincicios indica la
presencia del virus (flecha roja). Los cultivos celulares se siguieron hasta 10 dias y se observé un mejor control de la replicacion viral usando la mezcla de todos los
ARNg 1-3. B) El mapa de calor indica el momento en que se evidencio la infeccién por VIH-1 en las células MT2 para cada ARNg. El mapa de calor es una
representacion de 27 experimentos y en el lado derecho se indica el nimero de cultivos celulares en los que no se observd la presencia de sincicios. C) La replicacion
del VIH-1 se cuantific en los sobrenadantes de cultivo mediante la deteccion de los niveles del antigeno p24 de la capside del VIH-1 por ELISA. No se detecto al
antigeno p24 en la muestra proveniente de la mezcla de los ARNg1-3 (P <0,0001).
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DISCUSION

El genoma proviral representa la principal barrera para la erradicacion del VIH-1. La
integracion del genoma viral en las células T CD4+ conduce a la persistencia de la
infeccion, evitando el efecto de los medicamentos antirretrovirales y el ataque del
sistema inmune que no tienen acceso al nacleo celular (Blankson y col., 2002; Kulpa
y Chomont, 2015; Pierson y col., 2000; Razooky y col., 2015). Por lo tanto, las
herramientas y estrategias de edicién génica representan actualmente la posibilidad
de erradicar la infeccion mediante la inactivacion del genoma integrado.
CRISPR/Cas9 es un sistema versatil que se puede programar faciimente por ARNg
para inactivar a los genes involucrados en la replicacion viral (Liang y col., 2016). Sin
embargo, la posibilidad de inducir mutaciones inespecificas que puedan dafar a las
células sanas, representa un riesgo para la aplicacion de CRISPR/Cas9 en pacientes
infectados con VIH-1; por lo tanto, la edicion del genoma debe de estar restringida a

las células infectadas para reducir los efectos no deseados.

La regulacién de la expresion génica es un proceso complejo que requiere un
equilibrio para inducir o suprimir la presencia de una proteina en respuesta a un
estimulo. En el caso del VIH-1, las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE modulan
la expresion génica mediante la unién de las proteinas reguladoras Tat y Rev

(Huelsmann y col., 2011), de tal forma que es dependiente del mismo virus.
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En este estudio, se evalud la funcion de las secuencias LTR e INS-RRE acopladas
en el plasmido PX458 para modular la expresion de Cas9 y GFP. Se demostro una
fuerte reduccion de la expresion génica, aunque los datos muestran que la regulacién
no fue absoluta si se utiliza una sola secuencia reguladora (Figuras 28y 29, LTR e
IRL). Estudios previos han demostrado que el LTR es un promotor débil en ausencia
de Tat, y que el aumento en la expresion génica no especifica, puede estar
influenciada por diferentes factores (Rampalli y col., 2003; Shah y col., 2014) como el
antigeno T del SV40 (Arya, 1988), la proteina helicasa del Sindrome de Werner
(Mizutani y col., 2015), el factor regulador del interferébn 1 (Sgarbanti y col., 2002),
PKM2 (Sen y col.,, 2017) y la familia de factores de transcripcibn como NFAT
(Romanchikova y col., 2003). El promotor LTR contiene secuencias de unién para
estas proteinas y, por lo tanto, puede ser modulado por éstas, lo que sugiere que el
LTR podria activarse de forma inespecifica en ausencia del VIH-1. Por otro lado, de
forma similar, las secuencias INS regulan negativamente la expresién génica
mediante un mecanismo de retencion de los ARNm en el nlcleo; aunque varios
estudios han demostrado que las células mantienen una expresion génica discreta
gue se evidencia por los bajos niveles de una proteina reportera cuando se usan las
secuencias INS (Wolff y col., 2003; Schneider y col., 1997; Schwartz y col., 1992b).
Esta evidencia sugiere que el gen Cas9 regulado s6lo por una de estas secuencias
(LTR o INS-RRE) podria permitir la expresiéon de Cas9 en ciertas condiciones e
inducir mutaciones indeseables, aumentando el riesgo cuando se usan multiples

ARNg. Por lo tanto, la dependencia de dos proteinas virales disminuye la posibilidad
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de una activacion no deseada de Cas9, haciendo que el sistema sea mas seguro y

efectivo cuando esta tecnologia se aplique en humanos.

En este trabajo, se demostro un efecto sinérgico de las secuencias reguladoras LTR
e INS-RRE cuando se usan en la misma construccion (pLCl), lo que llevé a un
control mas estricto de la expresion génica en comparacion con las secuencias
individuales y que al mismo tiempo es dependiente de las proteinas virales Tat y Rev
(Figura 29, pLTR, pIRL y pLCl). Estos resultados indican que Tat y Rev son un
interruptor molecular eficiente para la expresiéon de Cas9 cuando la expresion de este
gen es controlada por el LTR e INS-RRE. Ademas, la sensibilidad de este sistema
mostré un efecto dependiente de la concentracion de Tat y Rev, por lo que la
efectividad podria verse afectada por la cinética de la replicacion del VIH-1 y la
expresion de Tat y Rev (Figuras 31A y B). Cabe destacar que la expresion de GFP
se indujo con las concentraciones mas bajas de pCV1, lo que sugiere una correcta
activacion del sistema aun a concentraciones bajas de las proteinas reguladoras Tat
y Rev. Por otra parte, la activacion de la expresion de GFP en un ndmero bajo de
células en ausencia de las proteinas Tat y Rev, sugiere que la cantidad de copias de
la construccién pLCI puede superar las barreras restrictivas de la célula (cuando se
transfectaron mas de 60 ng de pLCI, datos no mostrados), como son los factores de
elongacion negativa (NELF) o los mecanismos usados por la célula para confinar los
ARNmM inmaduros en el nucleo (Karn y Stoltzfus, 2012;). Nuestros resultados y
algunos estudios previos sugieren que un sistema de Cas9 autorregulado debe de

tener una sensibilidad 6ptima a la presencia del virus, ademas de activarse de
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manera especifica. Otro factor importante a considerar, es que el sistema Cas9 debe
administrarse en un vector eficiente y seguro que garantice la integraciéon de un
namero minimo de los genes deseados en el genoma celular y que permanezcan

disponibles para su activacion.

Una vez que se demostro la sensibilidad y la eficiencia del mecanismo propuesto, se
seleccionaron tres ARNg altamente conservados dirigidos a los genes taty rev y que
lograron autorregular al sistema, ya que mostraron una inhibicién significativa de la
expresion de GFP (Figuras 34D-F y 36B). Entre estas secuencias, el ARNg2 mostro
un efecto anti-VIH méas potente comparado con el ARNgl y el ARNg3. Esto puede
deberse a que el ARNg1 excluye al gen rev, lo que resulta en un menor control de la
autorregulacion. Por otro lado, también se ha demostrado que el primer exén de tat
contiene al dominio funcional minimo para generar una proteina competente (Carroll
y col.,, 1991; Cordingley y col., 1990); por lo que el ARNg3 no condujo a una

completa inhibicion de la funcion de Tat (Figura 34D).

Considerando la relevancia de los genes reguladores del VIH-1 y que la edicién
multiple es la estrategia mas eficiente y eficaz para conducir a la cura de la infeccién
por el VIH-1 y a la escision del genoma viral (Wang G, y col., 2016b), se demostro
gue la mezcla de los ARNg1-3 fue capaz de controlar eficazmente la replicacion viral
en comparacion con el efecto de un solo ARNg, que permitia el escape viral (Figura
36C). Estos resultados fueron confirmados por los ensayos de infeccién de las
células MT2 (Figuras 43A-C). Por lo tanto, se puede concluir que el efecto antiviral

potente de los ARNg es el resultado de la edicién multiple y la escision del genoma
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viral (Figura 37). La mezcla de los ARNg1-3 indujo la pérdida de tres genes, tat, rev
y env, con una eficiencia del 90%, evitando la replicacion viral y la formacion de
particulas virales completas las cuales no pueden unirse al receptor del VIH.
También se demostré que los ARNg son seguros, ya que ademas de proteger a las
células contra el VIH-1, no afectaron la proliferacién celular (Figuras 40-42). Por lo
tanto, concluimos que nuestra construccion basada en Cas9 dirigida a tat y rev
podria ser una herramienta terapéutica eficaz y segura para su aplicacién en

humanos, utilizando un sistema de entrega inocuo.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los ARNg dirigidos a los genes
tat y rev tienen un efecto potente anti-VIH y concuerdan con lo publicado por Wang y
colaboradores, quienes demostraron que tat y rev son los objetivos genéticos mas
relevantes contra el VIH-1 para reducir la replicacion viral (Wang y col.,, 2016a;
2016b). Los ARNg que se seleccionaron estan dirigidos a las mismas regiones
descritas en otros trabajos (Wang y col., 2016c; Ophinni y col, 2018), por lo que es
factible que el control de la expresion de Cas9 en presencia del virus y dirigiendo las
mutaciones a los genes reguladores del VIH-1, pueda conducir a una cura funcional y

segura.

En conclusion, se desarrollé una estrategia efectiva para regular la expresion de
Cas9 mediante la adicion de las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE del VIH-1y
cuya activacion depende de las proteinas virales Tat y Rev, ademas de la
autorregulacién proporcionada por los ARNg (Figura 44). La edicion multiple dirigida

a los genes tat y rev sugiere que es una estrategia confiable y precisa para abatir la
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infeccion in vitro por el VIH-1 cuyo efecto se restringiria a las células infectadas. Este
sistema también podria incorporar a mas ARNg dirigidos a genes conservados del
VIH-1, como gag o pol, para reducir el riesgo de mutaciones no deseadas y aumentar

la efectividad de las terapias personalizadas.
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Figura 46. Representacién esquematica de la regulacion de la expresion de Cas9 y GFP mediada por Tat y Rev. 1. Después de la integracion del genoma viral, el VIH-1 inicia la
expresion temprana de los genes taty rev. 2. Los ARNm salen al citoplasma y se produce la traduccién de las proteinas Taty Rev. 3. Taty Rev son llevados nuevamente al nicleo.
4. Transcripcion activada por Tat; el complejo Tat / P-TEFb se recluta en el complejo de elongacion mediante la interaccion de Tat con el ARN TAR promoviendo la elongacion de
los ARNm sin el corte y empalme. Este proceso inicia tanto para VIH-1 como para Cas9. 5. Exportacion al citoplasma del ARNm empalmado de forma incompleta, por Rev
reclutado al RRE. 6. Traduccion de las proteinas GFP y Cas9. 7. Cas9 se transporta nuevamente al niicleo y se asocia con los ARNg para inducir mutaciones en los genes tat 'y
rev. 8. Las mutaciones dirigidas a los genes reguladores tat y rev inhiben la expresién génica de tal forma que se inhibe la replicacion viral y se detiene la produccion de Cas9. 9.
En presencia de los tres ARNg propuestos, Cas9 escinde al genoma proviral e inactiva al virus por escision parcial de su genoma que incluye a los genes tat, rev y env.
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UAM-I
CONCLUSIONES

» Las secuencias LTR, INS y RRE del VIH-1 regulan la expresién del sistema
Cas9/GFP en células infectadas.

» La expresion del sistema Cas9/GFP es dependiente de las proteinas virales
Taty Rev, lo que reduce la activacion inespecifica de Cas9.

» Los ARNg1-3 dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1 regulan al sistema
Cas9 propuesto, con una alta eficiencia antiviral.

» La edicion multiple por los ARNg dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1,
escindié de manera eficiente un fragmento del genoma del virus que incluye
la pérdida de los genes: tat, rev y env.

» La autorregulacion de Cas9 y la edicion génica se proponen como una
estrategia terapéutica contra el VIH-1, ya que su efecto se limitd
Gnicamente a las células infectadas, por lo que es posible disminuir los
riesgos de causar dafio a las células sanas.

» La autorregulacion de la expresion de Cas9 propuesta en este trabajo,
puede incluir a mas ARNg para garantizar la erradicacién de la infeccion por

el VIH-1.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards: While combined antiretroviral therapy {cART) has had a great impact on the tr=atment of HIY-1 infection, the
CRISPR T pesistence of kng-lived cells with an intd provirus prechides virns eradication and senlizing cure. CREPR/
HIV-1 Cad genome editing has become an efficient ol to emdicae HIV-1 genome or prevent replication.
b Furthermare, regulation of Cas9 gene expression by HIV can induce magations that could inactivate the provimal
ral genome, making a gene therapy safe by preventing the indudion of nonspecific mutations, whidch coukld com-
reguliton promise the integrity of healthy cells.

In this study, isolated HIW-1 LTE, IN5S and BRE sequencs were ussd to regulate Ca% expression in
HEK233 cells, and guide BNAs (g BNAs) were designed to target mutstions in HIV- 1 conserved regions such as e
and rev regulatary genes. We demons rate that Ca% expression in our system is mntralled by the HI¥-1 Tat and
Bev proteins, leading to self-regulation of gene editon, and showinga strong antiviral effectby inact vating HIV-
1 r=plimtion. S=quencing analysis confirmed that viral genome was partally excised by multiplex sditing (90%
effidendgy]), and viml @apid poein (CAp24) wes undetectable. In conclusion, the self-regulaiesd CRISFRS Cas%
sysiem may be a reliable and acourte stategy for eliminating HIY-1 infection whise effect will be resiriced o

infeated ek,
1. Introducton Cas9) has improved the perspective of the we of gens thempy, allowing

Combined antiretroviral therapy (cART) has been very effective 1o
oot HIV-1 replication and to arrest disease progression (o malntain
a chronde and latent controlled infection (Dash et al., 2020). Persktent
problems dering HIV-1  infection, including chronde inflammat o,
sustalned Immune activation, viral latency, drug reslstance and antl-
retrovirals side effects, have encouraged the design of new molecular
strategies for the alimination of the proviel meservolr (Blankson e al.,
2002) { Lorenzo-Redondo et al., 2016).

Gene therapy has emerped as a complementary strategy to cART;
however, a safe protocol 15 needed, which represenis no risk and could
be eaddly provided to HIV-infected patlents The molecular strategles
developed are specifically targeted to edit the viral genome and to
eradicate it from the infected cell (Yian e al., 201 Z)

Recently, a system based on clustered regularly interspaced short
palindmomic repeats (CRISPRFassociated endomsclease Casd (CRISPRS

1o induce directed mutations or even the extracton of the complete
wiral genome and, therefore, the posibility of establBhing persomalized
themples (Liang et al, 2016). The (RISPR/ACxY system allows 1o
ldentify genetic targets and, lately, has bean uwsed 1o eradicate HIV-1
infect bon, resulting in inhibiton of viml replicaton or even excilon of
the provires (Zhang et al, 2014).

Slmee 2013, virml genome aditing stmtegles have been developed
wsing CRISPRACasD with Loarg Terminal Repeat (LTR) a3 a target { Eblna
et al, 2013%). The extraction of the proviral genome from infected cells
has been demonstrated wsing puide RNAs (gRMAZ) directed o LTRS
and LTR3' (Hu et al, 2014; Kamindd et al, 20164, 2016b, 2016
Previows studies suggest that mut atlons targeting non-coding regulatory
sequences are not a3 efficlent to obtain a sustained control of viml re-
plication {Yoder and Bundschuh, 2016). Similar resulis were found
when mutations in HIV genome were generated targeting LTR and ac-
cessory genes such as mef and v which were found to be ineffective in
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ocontmlling viral replicaton; however, mutations targeting conserved
ooding reglons such as g, pol and tarfrev, maintained an attenuated
viml replication for 2 longer time compared to gRNAS targeted o LTR
(Wang et al.,, 201 &a). To control viml replication and prevent escape by
resitance mutations, it 1s necessary 1o we several gAMAS 1o cure cell
culteres through multiple mutations or partlal esclson of the viral
genome (Wang et al, 2016b). This evidence suggests that mutation
induction targeting poody conserved meglons, non-essentlal genes,
repulatory sequences, or a simple mutation which does not Indwce a
deletlon, could allow viral escape.

I additlon to vimal escape, another limitation of the CRISPR/ Cas9 to
be conddered when wing multiplex gRNA targets, |5 that it can induce
off-target cuts due to I3 contimeous expresdon and generate wndesir-
able changes in celk {Cullot et al, 2019). For this reason, the fsk of off-
target cutting may also be reduced by wsing trustworthy software to
make a rigoros selection of gRNA with a high CRISPR specificity soore,
and Casd must be sringently contmlled to avold the possbility of
casing cell death or cellular transformation.

To modulate viml replication in early infection, HIV direcis the
synthess of Tat and Rev regulatory proteins at the transeriptlonal and
post-transeriptional level, respectively (Karn and Stolzies, 2012). Tat
Induces and increases tmmseription by stmulatdng the elongation of
mANAs from LTR throegh the tramsactvation-responsive reglon (TAR-
RNA), located after the transeription indtiatlon ste (positon 453-513 of
HXB2), which forms astable secondary stroctune. This strsctiure recrults
Tat assoclated with the P-TEFb elongation promoting factor, making
Tat necessary for efficlent viral replication and whose absence leads to
viml latency (Selby et al., 1959). On the other hand, unspliced and
singly spliced mRMAs formed after elongation, contain inhibitony se
quences (INS) that conflne mRMAs in the necleus (Schware et 4.,
19492 Wolll etal., 2003). The effect of these sequences |s counteracted
by the binding of Rev to the Rav Response Element {RRE-RNA position
T710-8061 of HXBZ), which s encoded in the iImmanre HIV-1 mRNA.
Rev promaotes the meclear expont of mesenges to rough endoplasmic
retleulum to produce viral proteins (Sodroskl etal., 19586). This suggess
that Tat and Rev proteins are esent tal for viml replication and regulate
the expression of other gemnes.

LTR promoter has been wsed to evaluate HIV-1 infection in call lines
susceptible to several viral isolates (Cara et al, 1998). Furthermore,
LTR was used to regulate the expression of Bax, a wel-known apoptotic
proteln; results showed that LTR can be used to destroy HIV-infected
cells (MeCoubre et al., 20040 Similarly, it has been reported that LTR
and INS-RRE regulate the expresslon of tBid, another apoptotic protein,
supportng the evidence that HIV-1 can induce cell death by modulating
cellular gene expression {Healsmann et al, 20110

Heme, we report a Cast-based viral inactivation system coupled o
HIV-1 LTR and INS-RRE regulatory sequences, and controlled by Tat
and Rev pmieing This Casd system showed efficlent HIV-1 genome-
editing and a pamial exclslon of the viml genome. Our resulis suggest
that specific functions of Tat and Rev and the eficlency of LTR and INS-
RREE viral sequences, make them ldeal candidates as molecular switches
1o direct proteln expression by a vral-dependent mechanism.

2. Matedals and mahods
2 1. Bocteria, plianids and oligonucleoddes

Escherichia coli Sthl3™{Thermo Sclentific, USA) was wsed for the
transgformation and {solation of plasmides Bacterls were cultvated in
Lurta Bertanl medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 100 pg/ml
amplellin at 37 °C. The plasmld pSpCash{ BE}2A-GFP (PXASE), kindly
donated by Feng Zhang (Add gene # 48138) (Ran of 4., 2013), contalns
the sequence of Sreprococcus pyogenes hSpCas9 gene linked 1o the GFP
gene. Flaamids pLTR, pIRL and pLCl were derived from PX45E and
contaln HIV-1 LTR, IRL and LTR and IRL sequences, respectively. pLCI-
gRNAT to 3 from pLET contains the gRMAs directed to e and rev. pCV1

Antvirol Research T80 (20200 104858

p-CAGCas (PXA5E)
dependand of TAT are REW
p-LTRCas9  (pLTR)
perden! of TAT
p-CAGCas9-IRL (plRL)
(Dmpaniant of REV
p-LTRCasS-IRL (pLCl)

Dt of TAT and BEY

Fig. 1. Schematic representation of the plasmids structure wsed for
transfection of HEE293 cells. The dependence or ind spendsncs from Tat and
Bev viral protsins i ako indicated. CAG: promoter; 24 self-cleaving peptide;
P polyadeny lation signal; LTR: HI¥ p ober; ING: inhilbitary ce, RRE:
Bespomsive Rev El=ment.

encodes for HIV-1 tar and rev genes (Arya ef al, 1985). pNL4&-3 encodes
fior a full-length replicaton-competent, infectiows HIV-1 subtype B ML4-
3 molecular clome (Adachi et al., 1986); pCMV-VEV-G was a git from
Bob Weinberg { Addgene # 8454). Oligomuclentides were designed with
the ApE-A plamid Editor software (ApE, M. Wayne Davis v20.47,
USA) to amplify HIV-1 regulatory sequences {Tables 51-53 and Flgures
51-52) Oligonuclentides were obtained from Integrated DNA Tech-
mologles (IOT™)

22 Desgn of peide RNAs (gRNAs)

gRMAS tarpel sequences were designed based on Los Alamos
Matlonal Laboratory (LAML) HIV sequence database and were tested
agalmat 769 subtype B patent-derived HIV-1 s and rev sequences
(hit gz /Ao v lanlgow, content,/Sequen oe/ NEWALIGM algn. hitm )
To design the gRMAs, the sequences correspmding to oo and rev wene
taken from the HXB2 viml stmin and predicted by wing the Broad
Istitute Design sgRNAs for CRISPRko  software (hitpe//portals
brsadinsttute org sgpps public/amalysistook sgma-design )

23 Amplificaton of repudatory sequences by PCR

BES cell line was wsed to obtain HIV-1 LTR and IRL sequences. Cells
were cultured in RPMI1&40 medum (Gibeo) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS, Gibeo), 2 mM L-Ghitamine (Gibeo), 100 U/ml
pendellin and 100 pgsml streptomycin (Giboo). BES cells contain a
unlque copy of HIV-1 defective proviral genome (Folks etal,, 1986). To
obtain the reglon corresponding to LTR, an end-polnt PCR was per-
formed (Table 51 and Flgures 51 and 54). Platinum® Tagq DNA Poly-
merase (Invitrogense) was wed. Amplification of LTR was performed
wiing the following conditonz 95 T for 2 min, 40 cycles of 95 °C for
15 5, 64 "Clor 15 5, 68 "Cfor 90 5, and 68 "C for 7 min. To obtain the
sequence cormespond ing to TRL, this fragment was amplfied separately
by PCR. For amplification of INS, RRE and LTRY' sequences {Table 52,
Flgures 52 and 54), PCR eycling conditions werne: 95 “C for 2 min, 40
cycles of 95 °C for 15 s, 65 "C for 15 5, 68 “C for 60 s, and 68 “C for
7 min Subsequently, 10 ng of each product were used to perform fusion
by overdap extenslon PCR {Figure 53). Thermocycling conditons were
95 °C for 2 min, 95 °C for 15 3, 64 "C for 10 min, 68 "C for 4 min,
followed by 25 cycles of 95 "Clor 15 &, 64 "Clor 15 g, 68 "C for 2 min,
and 68 “C for 7 min.

24 Ploenids constmserion

LTR amd IRL were gal purified and subcloned in pJETL.2/blunt
Qondng Vector (Thermo Sclentific), and excised with Xbal-Agel (LTR)
and BarGi1-Motl (TRL) restriction enzymes (Promega). The purified pro-
dects cormesponding to LTR and IRL were ligated into promoter-free and
polyadenyladon  sequences-free PX45E plamld with T4 ligase
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Fig. 2. Regulation of gene expression by HIV-1 Tat and Rev proteins. A) Schematic representation of GFP gene expression regulation by Tat and Rev for pl. TR
(pl=mid omnaining LTR promoter), plRL (plammid containing NS inhibitory ssquence and BRE Respansive Rev Element) and plCI (plsmid @n@inng LTH
pramater, INS inhibiory sequence and BRE Responsive Rev Element) constructions. [ifferential expression of GFF gene in HEK293 cells transfected with PX458
{tramsfection comrol)l, pLTR, pEL and plLCl with/withow pC¥l. GFF + cells were observed 448 h after tansfecion by fluoresence microscopy at 10dx. B)
Representative sater plot of GFP + o=l transfected with PXASA, pLTR, plRL and plCl with/withowt pCV 1 (L0040 events are shown]. hhibition of GFP gene
expression by HIV-1 regulstory ssquences (LTR and BL) and GFP oversxpression by Tat and Rev viral protsins (pC¥ 1+ Jis showed.. C) Representative graph of the
me=am of GFF + cells tansfected with FX458, pl. TR, plRL and pLCI with/without pC¥ L P < (U0 . DY) Graph represents the mean of MFI of HEE293 rams fected
with esch onstrudion with/without pCV' 1. P < 00001 . For all graphs, black bar nepresents tmmsfsction contml;, white bars represent tansfection of pl. TR, plRL
and pll in the absence of Tat and Rev; red bars indicate the efect of Tat and Rev in GFP expresion for all constructs. Mean = 5D valies of thres independent

experiments are shown.

(Promega). Plasmid Ugation was wsed to tansform E coll Sthl3 by heat
shisck. Colondes were sub-culured for plasmid extraction. To verify the
identity of constructed plasmids, labeling was performed with BigDye
Termimator vi.1 Cycle Sequencing kit (Applied Blosystems) (Table
). Sequencing was conducted in 31303 Genetic Analyzer Se
quencer { Applied Blosystems ]

To evaluate the regulation of gene expression by HIV-1 sequences,
pLTR, pIRL, pLCI, pgRMAL-3, pCW1, pNL4-3 and PX458 plasmids were
wed. Plsmids were extracted and purified by the QIAGEN Plasmid
Mind Kit (QIAGEN]).

25 Cell adewre and mangfecton

HEK293 cells were purchased from ATOC amnd maintained in
Dulbecen's modified Eagle's medium (DMEM) (Giboo) supplemented
with 10% FBS (Giboo), 2 mM L-Ghotamine {Gibeo), 100 Usml pendeDlin
and 100 pgsml streptomycin {Glboo). Twenty-four howrs before trans-
fection, HEK293 celk were plated into 458-wel platssat 1 = 107%/well in
300 wl of high-gheose supplemented DMEM medium 2 h before
tansfection, culure medium was removed and 300 pl of DMEM
without supplements were added. HEK293 cells were tansfected using
Lipofectamine 3000 (Invitrogen ) with each constructed plasmid, and to
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Fig. 3. Reactivation of GFF expression dependent on pCV1 concentration. A) Graphics represent the avemsage vahies of GFP + cellk and B) mean flunnescence
intensity of GFP expression. Incressed levels of GFP expression were pCY1 dose-dependent; menimam number of GFF + o=lk and MF] weres olserved at 45 ng and
600 ng of plCl {plasmid ontining LTR promaoter, INS inhibitory sequenes and RRE Responsive Rev Element) and pCV1, repectively, maintsining the lowest
percentage of GFF + cells in the alsence of Tatand Rev. P < 001, C) Puorscence microscopy imaging of HEK293 cells 48 h after tramsfecion with different

omomntrations of pLCT {1560 ng) and pCV1 (A00=-600 ngl. [} Representative scater plat of GPF + celk treated with differsnt concentrations of pl.Cl and pCyl
{1,000 events are shown). Mean = S0 valuss of three independent experiments are shown.

confirm Cas® regulation by HIV-1 LTR and IRL, pCV1 transfected celk man fae turer's proteosl (Alllance HIV-1 p24 ELISA Kit PerkinElmer™).
weme harvested 48 h after transfection for fow cytometry.

27 How cywmery anlysis
26 HNV-1 inaaivadon and cell viabiliny asay

GFP expression in HEK293 cells was quantified using BD FACS Ara

HEK293 cells were transfected with an equimalar concentration of ™ flow cytometer (BD Blosclences). At east 1 = 10° HEK293 cells
pLCI, gRNAS 1-3, pNL4-3 and pVEV-G. HIV-1 was prodiced by trans- were recorded for each sample. Results area mean of three replicates of
fection of HEK293 with pNL4-3 and pV5SV-G. Vires imactivaton was each experiment. Data were analyzed by Flow o v. 10 software,

performed by muliplex gANA transfections midng equimdar con-
centration of gRMAS with pML4-3 and pVEV-G. To determine if pLCT and
gRNAs 1-3 have an effect on cell prolifermation or show cytotoxicity, 25 Sorkdea analysis
HEK2U3 cellks wem platedat 1 x 10* in 96-well plates and cell growth

was mondtored on days 1, 3, 5 and 7. Cell viability was measured by All data are mrepresentative of at least three ndependent exper-
Trypan Blue dye exclusion test, crystal violet assay and flow cytometry ments. Data are presented a8 mean + standard deviatlons (SD), cal-
uwsing LIVE/DEAD™ Fixable Agqua Dead Cell Stain it (Invitrogene). culated by oneway ANOVA test using GraphPad PrEm7 software to
Vims spread was mondtored by syncytla formation in MT2 culiures Iindicate the differences between groups. A Povalue of < 005 was

every day. Virus production was messured by CA-p24 enzyme-lnked consldered statstically significamt (*P = 005 “*P = 001,
Immunosorbent assay (ELISA) in culiuee supematant scconding to the ep e (D01 and **UP = DODO1L
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Fig. 4. Targets for HIV-1 inactivation and inhibition of GFP gene expression by gRNAs. A) Sequences of gRNAs candidates for mactivation of HIV-1 &t and rev
genes. CRISPR specificity scares were calculated by CREPRIo software (hiiy wnalysis-toolk/sgma-design ). B) knage of
SRNAs targets; the conservation of each sequence was ested acrass 768 HIV-1 subtype B strains from Los Alamos Natianal Lab (LANL) HIV Sequence Campendium.
C) HEK293 cells were tramsfected with pl.Cl (plasmid containing LTR pramoter, INS inhibitary sequence and RRE Respansive Rev Element), pLCI with pCV1, and
gRNAs with pCV1; 48 hafter tamiection, GFP expression was observed by fluorescence microscopy at 40X, 100x and 400x. D) Graphic represents the average values
of GFP + celk. HIV-1 regulatary sequences and the addition of gRNAs targeted to tat and &2 /rev showed a decrease in the number of GFP + cellsin the presence of
Tat and Rev proteins (gRNA1 40.3%, gRNA271% and gRNA3 35%), P < 0.001. B Adirect mmparison of GFP gene expression inhibition by LTR and [RL showed a
displacement of GFP + a=lk by the effectof gRNAs in the presence of Tat and Rev; GFP expression induction by Tat and Rev proteins (black) and the effectof gRNAL,
SRNA2 and gRNA3 {red, blue and green, respectively) are shown. F) Graphic represents the average of MFI of GFP expression. HIV-1 regulatory sequences and the
addition of gRNAs targeted to &2 and tat/rev showed an inhibition of MFI in the presence of Tat and Rev proteins (gRNA1 48%, gRNA2 73% and gRNA3 45%),
P < 0.001. Mean = SD values of three independent experiments are shown

portalsbroa ute arg /gpp/public

3. Results GFP + cells were observed by fluorescence microscopy at 48 h post-
transfection (Fig. 2A). The presence of GFP indicated regulation of Cas9
gene expression given by the HIV-1 sequences pLTR and pIRL (Fig. 2A
and B). The results showed a clear decrease in the number of
GFP + cells transfected with pLTR (13.27%), pIRL (11.49%) and pLCI

(0.54%) in comparison with PX458 (60.4% of celk) (Fig. 2B and C

3.1. Differensal expression of GFP gene in HEK293 transfected cells by LTR
and RL sequences

Once pLTR, pIRL and pLCI were sequenced, the mutations described

were identified, suggesting that they conserved the function required

for regulation of gene expression (Wolff et al., 2003; Schwanz et al.,
1992) (Figures S5 to $8). The general structure of the plasmids is shown

In Fig. 1.

To evaluate the contrd of gene expression given by HIV-1 se
quences, we transfected HEK293 cells with equimolar concentrations of
pLTR, pIRL and pLCl, and PX458 was used as a transfection control

pCV1-). Therefore, the decrease in GFP gene expression indicated that it
was being down-regulated by HIV-1 LTR and IRL, and that Tat and Rev
viral proteins were required 1o increase levels of GFP. The regulatory
effect of HIV-1 LTR and INS (pLCI) showed asignificant reduction in the
number of GFP + cells and mean fluorescence intensity (MFI) in
GFP + population compared to the promoter (pLTR) and IRL sequences

alone (Fig. 2C and D).
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Fig. 5. Inhibition of HIV-1 replication by gBNAs. A) HEK2593 cells were co-trams fected with pLCI (plsmid containing LTR promater, 188 inhibitony ssquence and
REE RBespomsive Bev Element], g BNAS and pN1A-3; 6 days after trams fsction, GFP expresion was observed by fluores cence microscopy at 100x. B Inhibiton of GFP
gene= expression by gBNAs GFP + celk trested with gRNAs sither alone or in combination of thres wers quantifisd by low cytometry. The black bar represents the
tramsfection amntral of pLCT with ph1A-3, and red, blue, green and omnge bars represent pl.CI with gRNAL, 2, 3 and the mix of gBNAs co-tramsfections with pL4-3,
re=spectively. P < 0.0001 C) HIV-1 replicaton wes determined through the detection of p24 levels in culiure supernatants by ELBEA P = L0000, DY) PCR
ientification of deleted products by all gRNAs in HEK293; agamse gel showed the presence of 444 bp and 558 bp bends corresponding to Joss of 2556 pb and
2442 ph, by the ffsct of gRNA1gRNAT and gANA2-gRNAJ, r=pectively. E]) Schematic representation of HIV-1 genome indiating gk NAs location in =xomns or

re=panding o &mtand revviral genes. gRNAs loction is indicated in red, blue and gresnrectangles, and position of primers for PCR are indicated in Hack. The gRNAS
cleavape sites are represented, resulting in three produas, of 3000 bp (without excision], 558 bp and 444 bp. F) FCR producs obtained by g NAs-induosd mutations
were clonsd into pJet] 2 and 12 plasmids and were Sanger ssquenced; graph represents the percent of plasmids containing 444 bp, 558 bp and 3000 bp PCR
produdts. Mean = 5D values of three independent experiments are shown &) Representative ssquence of PCR producs obtained by gRNAs' cleavage.

Tramsfec ton asays were condue ted wing pLTR, pIRL and pLLI with
PEVL to evaluate regulation of gene expression directed by Tat and Rew.
The absence or presence of GFP indicated negative or podtive regula-
thom by HIV-1 LTR and IMS-RRE megulatory sequences (Fig. 24 and B
pCV1 +). Co-transiection of constrects and pCV1 resulted in over
expression of GFP gene (Flg 2C and D; P = 0L0D01), showing a ne
gat bve and postive regulation of Casd and GFP expression. Resulis were
confirmed by Auorescence microscopy and fow cytometry analysis,
showing an increase in GFP + cells and MFL Tat and Rev proteins in
trangfected cells withywithout pCVl were detected by Western blot
(WEB) (Fg. I and 59

We also sssessed the sensitivity of the proposed regulation by per-
forming a pLO and pCV1 timation experiment o indece Casd expres-
shon (Fig. 3). After 48 b, HEK293 celk were co-transfected with pLCl
and pCV1, and GPF expresson was analyzed by flow eytometry. Resuls
showed that pLCl concentmtions below 45 ng withowt Tat and Rev,
kept the GFP expresion controlled, and Increasing pLC1 conoen tration
to &0 g, led to the detection of GFP (Fig. 3A ) GFP was detected when
35 ng of pCV1 were added 1o pLCI (F 3B)L The ratlo to obtain the
maximum tramactivaton in GFP + cells and MFI was 1:13 of plLCl

(45 ng) and pCV1 (600 ng), respectively (Fig. 3A-D). The GFP ex-
presdon dependent on pCV1 concentration was confirmed by Mwores-
cenee micmscopy and fow eytometry (Fl Cand D). Mo increase of
GFP + celk or MA was observed at concentrations of pCV1 greater
than 600 mg (Data not shown L

32 [nhibigon of GFP expresion by gRNAs

The selected gRMAs met the Broad Inst itwie's eriterts for activity and
congervation of the gRNAs (Fig 4A v Bl We evaluated the gRNASZ
function directed to i and or/rev genes; resulis showed a decrease of
GFP expression by gRMAs 1-3 in the presence of Tat and Rev protelins
encoded by pCV1, compared to the contml withowt gRMNAS (Fig. 4G-FL
Maoresver, the effect of gRNAsS was observed in GFP + cells and MFL,
indicating a control of GFP gene expression and Cas® by HIV-1 reg-
ulatory sequences and gRMNAs. Flow cytometry analysls showed a de-
crease In MFI for all gRNAs (gANAL 48%, gRNAZ 73%, and gRNAS
454 P o= (D01, Flg 4FL A stronger regulatory effect was observed
with gRMNA2 directed agalnst both genss (P = 0.001), decreasing
GFP + cells induced by Tat and Rev compared to gRMAs1 and gRNAsS
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Fig. 6. pLCI-gRNAs 1-3 trmnsfection showed no changes in cell viability and protected cells from death caused by the virus encoded in pNL4&3. A) Graph
shows proliferation of 1 = 10" HEK293 cells in S6-well plates; c=ll growth was monitarsd for 7 days. Cell viahility was mesmursd by Trypan Bue dye sxclision st
B} Graph of viability assxy of treated HEK 293 cells by aystal vialet on day 7. C) Images of HEK293 cells tramsfected with plasmids on day 7. Celk were observed by
fluarescence micoscopy at 100x. [} Representative scatter plot of o=l viability messured by flow oytometry using LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit
(Imvitrogene). GFP + celk for all conditions weres quantifisd on day 7. Atleast 1 5 107 HEK293 oelk were remmded for each sample. HEE293 WT {bladk ), empty pLCI
{plesmid containing LTR promaoter, INS inhibitory sequences and RRE [Respornsive Rev Element]) (gray], pl.Cl with gRNA(1=3) (Hus), pLCFgRNA{1=3) and pML4-3
{orange] and pNI1A4-3 (r=d). Mean = S0 vahes of thres independent experiments are shown.

(Flg. 4D-F). WB analysk showed a decrease in the detection of Tat and
Rev in transfected cells with gRMNAs, establishing aseli-regulation of our
Casd system (Figure 510). We observed a displacement of GFP + cell
population trandected with pLi-gRNA 1-3 at low levelk of Auores
cence in the presence of Tat and Rev (Fg. 4E).

3.3 Infibirion of HIV-1 replicaion by gRNAs

To verify the effect of gFNAs on viral replication, we tested pLCI-
gRMAs In a VEV-G pewdotyped HIV-1 wvires particles model usng
PML4-3 and pWVEV-G. Six days after co-transfection of pLCT-gRNAsS with
pML4-3 and pVEV-G, GFP expression was observed by fuorescence
micmscopy and percentage of GFP-positive cells were analyzed by flow
cytometry. A dgnificant inhibitlon of GFP expresson was found in cells
treated with each gRMNA (75-82%) and mix of gRMNAs 1-3 (E3%) com-
pared to pLCL pNL4-3 control (Flg 5A and B).

In additlon, 1o confirm that seli-regulation of our Casd system af-
fected viral replication, we quantified p24 concentration in the super-
matant by ELISA. Resulis from ELISA assay revealed a strong decrease of
P24 when gRNAs were tested alone; however, the combination of
gRMAs 1-3 led to undetec table levels of p24 (Fig. 5C). We then verified
the DNA cleavage induced by the effect of gRNAS cell DNA extraction
and PCR amplificatlon were performed wsing ollgomscleotdes Manking
e and rev genes (Table 55). We detected three bands corresponding to
DM A withowt cleavage (3,000 bp), the cut made by gRMA1/gRMAS (444
bip), and gRMNA2Z/gRNAS (558 bp) (Fig. 50). Thete resulis are consBtent
with in slico anaysk (Fig. SEL Samples treated with gRMAs were
clomed and sequenced to confirm the exclsion of the viral genome with
an efficlency of 0% (Fig 5F and G

Cell viability analysls showed that gRNAs 1-3 did not produce a
cytotoxic effect compared to cells withowt gRMAs, which showed
changes in proliferaton, morphology and viabDity (Fig. 6A-D). Fur
thermore, gRMNAS 1-3 protected against cell death because the vimns
cont inued infecting celk by a non-classical mechandam in presence of
VEV-G (Fig. 6C and D). Flow cytometry analysis showed that infected
cells withowt gRNAs died and GFP + populaton was maintained

(Flg. 6D)

To examine the viml escape and vires presence in HEK203 culiure
media, we treated MT2 cell with cond idoned media from HEK293 cells
treated with gRMAs elther alone or with the mix of gRMNAs 1-3. MT2
cells treated with single gANA media exhibited syneyls formation, a
clear dgn of virus infection (vant Wout et al., 2008), but cells treated
with the mix did not show any evidence of syncytla or p24 viral protein
when tested by ELISA (Flgure 5110 These results confirmed the high
efficlency of the mix of gANAs 1-3 to Inhibit HIV-1 replication.

4. DMecussion

The establshment of a proviral resemvolr represents the main barrier
for HIV-1 eradicatlon. The integration of viral genome in resting
memory CD4* T cells leads to infection persistence, avoiding the effect
of antiretmvimal drigs and the anack of the immune system {Blankson
et al., 2002 Kulpa and Chomaont, 201 5 Plerson et al, 2000; Razooky
et al., 2015). CRISPR/Ca9 15 a robust and versatlle system that can be
programmed by gRNAs 1o inactivate genss necessary for viral replica-
tom (Liang et al., 20168). However, the possbility of induecing non-
specific mutations that may damage healthy cells represents a rik for
the application of CRISPRCaszd in HIV-1 infected patients; therefore,
genome adidng restricted to infected cells may redwce undesirable ef-
fects The regulation of gene expresslon i3 a complex process that re-
quires a balance to induce or suppress the presence of a protein in re-
apimse 1o a stimulus, In the case of HIV-1, LTR and IMS-RRE regulatory
sequences modulate gene expression in the presence of the virus, as
reported (Huelsmann et al., 20110

In this study, we evalmated the functon of LTR and INS-RRE se-
quences in plasmid PX458, demonsirating a strong reduction of gene
expresdon, although regulation was not absolute (Fig. 2 LTR and IRL)L
Previows studies have demonstmated that LTR is a weak promoter, and a
non-specific activatlon may be influenced by diferent factors (Qu et al.,
2016; Rampalli et al, 200% Shah et al, 2014) such & SV40 T antigen
{Arya, 195E), Werner syndrome helicase prteln (MEutand et al., 201 5),
Interferon-regulatory factor 1 (Sgarbantl et al., 2008), PKM2 (Sen et al.,
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Fig. 7. Schematic representation of GFP regulation and Cas® espression mediated by HIV-1 Tat and Rev proteins. 1. HIV-1 leads to an sardy sxgresion of &t
and rey genes and spliced mBNAS are produced. 2. mENAs output to the cyinplasm and transkation of Tat and Rev proteins. 3. Tat and Rev are camied back inio the
nucles. 4 Tatactivated tamcripion; Tat/P-TEFb complex is recruited to the elongaton complex via binding intermctions with TAR RNA and production of
incompleely spliced mENA for both HIV-1 and Cas3. 5. Expartof incompletely spliced mANA © the cymplsm by Rev recruited o BRE. 6. GFP and Cas% translation.
7. CaD is carrisd back into the nudeus and is associated with gBNAs to induce mutations in dt and rev genes. 8. This prooss lexds to the insctivation of the &dand
rev genes, blocking gene sxpresion, which prevents viral replication and siops Ca% production by limiting its nuclesss sctivity. 9. CasSgRNAs 1=3 cleaves HIV-1
proviral genome and e vinus & inadivated by a partial genome excision that includes o, rev and e genes.

2017, and family of NFAT (Romanchikova et al, 2003), suggesting
that LTR is being activated in the absence of HIV-1. On the other hand,
INS sequences simlady downregulated gene expression, although
several studies have shown that cells maintain a low gene axpression
which iz evidenced by low level of a reporter proteln {Wollf et al.,
200%; Schnelder et al., 1997; Schwartz et al, 1992) Cas0 gene regu-
lated only by LTR or INS-RRE sequences could induce undesirable
mutations at mndom ates, unlke when multple gRNAs are selectad.
Therefore, dependence on two viml proteins decreases the possibility of
unwanted activatlon of Cas® making the system safer and more effec-
tive

We demonstrated a synergistic effect of LTR and INS-FRE regulatory
sequences, which showed a stronger control of gene expresson com-
pared to individual sequences and dependence of Tat and Rev proteins
(Fig. 2, pLTR, pIRL and pLCI and Flgure 59 E). These resulis indicate
that Tat and Rev are an efficlent molecular switch for Cas expresion
regulated by LTR and INS-RRE Additdonally, the sensitivity of this
system showed a Tat and Rev dose-dependent effect, and the effec-
tivenass could be affected by the kinetics of HIV-1 replication and Tat
and Rev expresslon (Fige 3A and 4B). Partlal activation of GFP ex-
pression in a low number of cells, suggests that the amount of coples of
our construction (= &0 ng, data not shown) may overcome the cells
restrictive bardes for gene expressdon regulation, ke negatve alon-
gation factors (MNELF) or the mechandsme to confine mRNAs n the me-
cleus in the sbsence of Tat and Rev proteins, respectively (Karn and

Stohzfes, 2012 Jadlowsky ef al, 2014). Our resulis and some previous
audies, suggest that a selivegulated Cas9 system should have an op-
tmal sensitivity to the presence of the vims in additon to being spe-
cifically activated. Another challenge which must be considered is that
Cas9 gystem should be delivered by an efficlent and safe vector that
grarantees a minimuem number of genes integrated Into the sites that do
mot generate mutations in cell genes and remaln avallable for actbva-
tomn.

Glven the sensitvity and efficlency of the proposed mechanim, and
keeplng Casd seli-regulation to limit the emergence of mutations, we
selected three highly conserved gFNAs to indsce mutations to fat and
rey genes showing a strong inhibition of GFP expresslon (Fig. 4D-F and
SE). Among these sequences, gRNAZ showed a stronger antl-HIV effect
than gRNA1 and gRNAS, possibly because of gRMAL excluding the rev
gene, resulting in a lower control of seli-regulation. On the other hand,
it has ako been shown that the fist exon of ot contains the minimal
funct boaxal domain to generate a competent protedn {Carml] et al., 194913
Cordingley etal., 19907 the resulting gRMAS did not lead 1o a depletion
In Tat functon, and it showed an inhibitory effect targeted to Rev
{Fig. 4D and F).

Considering the relevance of HIV-1 regulatory gemes and that
CRISPR/Casd gystem 15 the most efficlent strategy to lead to the cure of
HIV-1 infection based on multplex aedition and viral genome exclsion
{Wang & al, 2016b), we demonstrated that the mix of gRNAs 1-3
targeting tar and rev genes eficlently controlled wviral replication
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compared to the effect of single gANA, which allowed viral escape
{Flg. 5C); these results were conflrmed by MT2 infection asays (Figure
£11 A-C).

The antivimal effect of gRNAs 1-3 I3 the result of the multiplex
adition and exclslon of the vira genome (Flg. 5D-G) that indicate the
loss of three genes, tar, rev and emv, preventing viml replication and the
formatlon of complete viml particles, which are unable o bind to the
HIV receptor. In additdon to protecting calls, gRNAs 1-3 ame nnocsous
because they did not affect cell proliferaton (Fig. 61 Themfome, we
oo hude that owr Casd-based construction targetad to s and rev could
be an efficlent and safe therapeutic tool.

Oer results clearly demonstrate that gRNAs targeted to tar and rev
genes had a strong ant-HIV effect as deseribed in some previows stu-
dies, which defined these genss as the most relevant gene targels
agalnst HIV-1, besides gRNAs targeted to conserved regions which can
reduce viral replicatlon {(Wang et al, 2016a; bl Inmermestngly, our tar
gats agree with the same mgions describad by other groups (Wang
et al, mtand rev for g RNAZ and Ophinnd et al., tatA and tatB for gRNAL
and gRNAZ), who demonstrated that CRISPR/Casd targeting HIV-1
regulatory genes may serve & a favorable means to achieve functonal
cures {Ophinnd et al., 2018)

In concluson, we developed an effective strategy to regulate Casd
expression by the additon of HIV-1 LTR and INS-RRE regulatory se
quences and whose activation depends on Tat and Rev viml proteins, in
additlon to the self-regulation provided by gRMNAS (Fig 7). The mesuls
suggest that it is a rellable and accumte srategy for abatng HIV-1 in-
fecton whose effect would be mestricted to infected celk. This system
could alsao incorporate more gRNAS into HIV-1 conserved genes, as pag
or pal, targeting exchsively infected cells in a contmlled manner, re-
ducing the rsk of uwwanted mutations and increasing the effectvenses
for pesonalized theraples. Ouwr future experiments will be focused on
the evaluatlon of our system in a viml btency and mactivaton model,
in additon to developing a safe and eficlent dellvery system to stem
cells,

Declaration of competing interest

None.
Acknowled gements

The authors thank Joagquin Ldfiga, PRD, from Subdiection of
Blomedical Research, Instituto Naclmal de  Enfermedades
Resplratorias, Mexico Cty, for support with the low cytometry ana-
lysls; Luls Enrique Soto-Ramives, MD, for providing ant-Tat and antl-
Rev monoclonal antibedies for WE analysis Santiago Avila-Rics, PhDD,
for providing pNL4-3 for infection assays; Beatrlz Remus, MD, for
critical review of the manuseript. Molsés Vergara-Mendoza is a FhD
candidate from Graduate Pmogram  in Experimental Blology,
Universidad Autdnoma Metmpolitans-lztapalapa and & the reciplent of
Fellowship No 425730 from Consejo Naclonal de Clencla y Tecnologia
(CONACYT) from Mexien, BES/LAV cell line was pumchased fmom
ATOC® CRLAESSS™. The following reagents were obtalned through the
NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIATD, NIH: pCV-1 from
Dr. Flssle WongStaal (Cat# 303) and HIV-1 NL4-3 Infectious
Maolecular Clone (pNL4-3) from Dr. Maleom Martin (Cat# 114).

Appendix A Supplementary data

Supplementary data to this amicle can be found online at s/
dolorg/10.10 16/ ant iviral 2020, 104856

References

Adachi, A, Gendedman, HE, Koenlg, 5, Folles, T, Willey, R, Rabenan, &, Martn, MA,
1986, Produeton of soguinsd | momnnsd oo ey syndnome-aesscate] nerovine in

Anttviral Research T80 {2020) 104858

oo ared mesnboorn an celdls raredeoted with an bnfeot oo mod seoler done 1 Viral
592, 284291

Arm, 5K, Goo, C, Joaephs, 5 F_ Wong-Staal F_, 1985 Trass-aahvans gene of human T-
Iymphatop e vins type 01 {HTLV-N). Sdence 229 (4708), §9-73. hipsdalarg
DL 1126, sobere o 29 000

Arm, 55, 1988 Homan and dmian brevon odefld ey resovinees activaton and 3
fewen wion af pression. AIDG Res. Hom. Resovir. 4 (3, 175186
e dolorg 10 1059, ald 19884175,

Blanieon, I Persand, D, Siliclans, RF_, 2002 Thie ool bege of wiral reservodrs in HIV-
1 inferdon Arnm Rev Med 53, 557-593 hope/dolorg 1001146/ anmmrey. med.
SROEZNI] 108024,

Cara, A, Ceresen, A, lorl, F, Redtz, M_S, 1996 HIV-1 prote n expression fom symbede
circles of DNA g, ke ] doermres off wirad DNAL L Biod Cheem.
271 {10}, 53935397 b Adod org 1010 74 be 271 105393 .

Currall, R, Martarana, L., Dere, DU, 1991 Tdantflcation of lentivine Tat fonetona
domains throngh generation of aquine infectons ansm ia vins,homan im-
mnnsdeficlency virms tppe 1t gene chiimeras I Virol &5 (7)), 2460 3857

Cordinghey, MG, laFaming, R1, Callaban P, Condra, JH, Sardara, V.V_, Grakbam,
DLL, Mgupen, T.M, LaGrow, K, Godlb, 1, Schlabach, AT 1990 Sequen ce-speciflc
imapracsion of Ta protein and Tat pepoides with S 100 00 TVat on-rep omshve 56
qpuene ebemant of buman e onodefic b oy vins ope 1 dn Wiro Proc Nal Acad
51 USA 87 (2I), SIW5-BIE. hope)daloang 01073/ pras 87 22 8985

Collet, G, Bowtin, J_, Toman, J, Pra, F, Penmamen, P, Rooryelk, ©, Teddunann, M-,
Romssean, E_, lamrishGancda, 1, Guy Duperat V., Bibeyran, A, Lalanme, M.,
Proosed Mavleon, V., Toreg, B, Gad, C, Blooin, I8, Richard, E, Dabermat 5,
Morenn- Gandry, F_, Bedel, A, 2019, CRISPR-Cis9 gencme editing induces membase.
aale chwom conmal truncators. Nar. Comenon. 10 (1), 11346, hogec/ Adalorg 0.
1038 5418670 19080 06 2.

Dashi, PI, Kevadiya, B0, 50, H, Banoob, MG, Gendelman, HE, 3030 Padhways to-
wards homan imevnod eflceney vines elim inadon. FRlaMedicine 53, 102667,

e dad org 101006, e bidorn 2 020 102667,

Ehina, H, Misawa, M, K ¥, Koy gL ¥, 2013 K &ing the CRISPR/Cad
apstem o dismopt lsest HIV-1 prosdnes. 59 Repe 2, 2510 g dalorg, 10 10387
FeplIZ510.

Folles, TM., Porwedl, D, Lightfooe, M., Koendg, 5, Fand, AS Benn, 5, Rabeon, A,
Dangheny, O, Gendedman, HE, Hoggan, MD_, 1986_ Binkogical and bl ochemical
characeriation of a dloned Len-3- cell surviving infecton with &ie aoqui ned o muone
deflcency syndrome removines. 1 Exp. Med. 164 (1), 280-290. hoge/Adalorg A0
1084, e 1641 280

Ho, W_, Kamireld, R, Yang, F, Thang, ¥, Coeenting, L, L4, F,, Loo, B, Alwses Carboned |
D, GardaMess, ¥, Ko, 1, Mo, X, Khalill, K, 3014 RNA-diresed gome editing
o ifically sradicates lient and prevens new HIV-1 infaction. Proe. Matl Acad Se1
ULEA 11T (30}, 1186111866 hepeAdod oog 10007 34pm 2 14 05186111

Hoelomanm, PM, Hofmann, AD, Knoepfd, 24, Popp, 1, Ranch, F., Dl Gallonands, F.,
Danke, C, Goeclod, B, Schambach, A, Wolff, H, Mener, K1, Berens, ©, 2011 A
aidde gene approach ming e homan pe-apopantic proedn @id inhibis HIV-1
mplicaton BMC Blowechnod. 11, £ hapedfdolong 1001186 147 26750-11-40

Jaadlonersky, J K, Womng, 1Y, Gratam, AC, Dobrowoldd, O, Devor, RL, Adamre, MDD,
Pajinaga, K., Kamm, J_, 2074 Negadwe dongadon facior b reqguined for Sie main-
tenance of proviral liteney bt does not indoee promoder. pasing of RNA
polymenase T on the HIV long terminal mpeat Mol Cell Riol 34 (11} 1911-1928.
g fdolorg IO 128/ me 0101 3- 12

Fardrekl R, Bala, R, Yin, ©, Oue, 1, Fevante, P, Gendelman, HE, L4 H_, Booee, B,
Goadon, J_ Ho, W, Khalll, K 20162 Fxdlson of HIV-1 DMA by gene editng a
pead-of coneept in viw smdy Gene Ther. 23 (89) &90-695. hgpe/ ol org 10
1038 g 2006 £1.

Kamirski, R, Then, Y, Flecher, T, Tedaldi, £, Napoll A, Thang, Y, Kamn, 1, Ho, W,
Fralili, ¥, 30165 Fliminaton of HIV-1 gencmes from homan Tdymphodd cells by
CREPR/ 159 gene editing. Sl Rep &, 22555 higpay//dalorg/10 1038/ srep22 555

Kamdreld, R, Chen, ¥, Salkcind, 1, Bella, R, Young, W.B., Fermnte, P, Kamn, 1,
Maleodm, T, Ho, W, Bhalill, K, 20060 Negatve feedback regulation of HIV-1 by
geme editing sirategy_ 54 Rep & 31527 hapesidol crg 10 1038 /arep3 1537

Karn, J_, Solefos, CM, 2012 Trasseriptonal and postrans:ripd onal regol atdon of HIV-
1 gene apresdon Cold Spring Hark, Perspect Med 2 (2), a006916_ hops/ ol arg’
10110, esbyp erspes_alil) EF16

Folps, DA, Chomont, B, 3015 HIV persistence in te setting of antirsrodral dsnapy:
when, where and how does HIV hide? 1 Wines Erad 1 (2), 5966

Liang, T, Wainberg, M_A_ Das, AT, Barkhout, B, 2016 (RIEFRCas®: a
aord when msed o combat HIV indection_ Retwrvimlogy 13 (1), 37 hopecy/ddal arg”
101184512977 016- 02700

Loeenzo-Redon do, A, Fryer, HR, Bediord, T, Kim, Y., Arches, 1, Pond, 1K, Chung,
Y5, Penugonda, 5, Chd povan, J_, Flatcher, TV, Schacker, TW,, Malim , MLH,
Rambawt, A, Haase AT, Melean AR, Wollrely, 50, 201 6 Persistent HIV-1 e
F ol rymdre: e dhune dr doring Serapy Mamre 530 (T38E) 51-56
hapefdalorg 101038 /nat e 16933

MeCoobrie, 1E, Kendrick, TS, Minchin, RF_, 2004 HIV LTR-depend ent expression of
Bax seleetively indoces apoptoats in Ta-poaitive cells. Blochem Biophys. Res
ooy . 325 (4], 14591464 hoper'dal arg /101006, bhoe 300410195

Mizumnd, T, khizaka, A, Fomuichl, ¥, 2015 The werner proedn 2005 as @ eoaetvamr of
mnciear Betor o (NF-<B)on HIV-1 and imerleokin 8 (1-8) promoters. 1 Biol Chem.
290 (20}, 1529118399 e dolarg A0 1074/ e M115657 155

Opbdred, ¥, Inooe, M, Kotald, T, Kamecka, M, 20128 (REPR/Tas9 sysem targetng

aenes of HIV-1 inhibis viral replisation in infeced T-cell cobores. S
Reqp 8 (1), 7784 himps /rdoLarg/1 0L1038/541598- 018-26190-1.
Piersody, T, MeAntor, J_, Slliclans, RLF_, 2000 foar HIV-1 2
s in ey of im T and

o wirad
Sharapy.

INCMNSZ | BIBLIOGRAFIA



CRISPRICASSY UAM-I

m ACTA DE DISERTACION PUBLICA

Cosa abiarta ol tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o Amsi
Matricula: 2133801986
Regulacién de Casz® por las
pProteinas virales Tat y Rev Con base en la legislacién de la Universidad Auténoma
Para L= znactivacidn de VIE-1 Metropolitans, en la Civdag de Méx:ico se presentaron a las

10:00 horas del dia 2¢ del me3 de septiembre del afo 2020
POR VIA REMOTA ELECTROMICA, los SUSCIitos Mmiembros del
Jurado designade por la Comislidn del FPosgrado:

DR. LUIS ENRIQUE GOMEZ QUIROZ

DR, KECTOR FERNANDO SERRANO

DR. SANTIAGO AVILA RIOS

DR. MECTOR ENRIQUE ESPINOSA ARCINIEGA

S Coes 9 Bajo la Presidencis del primero Y con caracser de

- K Secretario el Gltimo, se reunieron & la Presentacion de la

'-‘% P Disertacidn PGblica Cuya denominacidn asparece al margen,
2 sigpast paca la obtencién del grado de:

DOCTOR EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: MOISES VERGARA MENDOZA

'/ ¥ de acuerdo con &1 articulo 78 fraccion IV del Reglamento
/.’ de Estudlios Supariores de la Universidad Auténoma
w-\ L ‘h, & Metzepolitana, los miembros del Jurado rescolvieron:
MOISES VERGARA MENDOZA
ALUMNO

aprobar

REVISO
Acto continug, el presidents gel Jurade comunicéd al
interesado el resultado de la evaluagién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta,

-

MTRA. ROSALIA SE| DE LA PAZ
DIRECTORA DE ESCOLARES

DIRECTORA DE, DECss

VOCAL
) _
A
DR. HE! SERRANO DR SANTIAGO AVILA RIOS DR. HECTOR ENRIQUE ESPINOSA
ARCINIEGA

El presente documento cuenta con la firma -autografa, escaneada o digital, segian corresponda- del funcionario universitarso df:npg;nlc que certifica que las firmas
que aparecen en esta acta - Temporal, digital o dictamen- son auténticas y las mismas que usan los c.c. profesores mencionados en ella

INCMNSZ | BIBLIOGRAFIA 125



