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Resumen

Los centrosomas son organelos que se encargan de nuclear a los microtibulos y durante la mitosis participan
activamente en la segregacion equitativa de los cromosomas. El regulador maestro de los centrosomas es PLK4, en
ausencia, no ocurre la génesis de nuevos centrosomas, pero cuando hay una sobreexpresion de PLK4, se formaran
nuevos centrosomas. PLK4 es una proteina dificil de estudiar en células vivas a niveles endégenos, es por eso que
proponemos una metodologia para generar una version roja fluorescente de PLK4 endégena e inducirla por luz azul,
con el uso de un sistema optogenético, en conjunto con el desarrollo de un iluminador de luz azul. En este trabajo,

se indujo a p/k4 enddgena y se estudié su impacto en la génesis de centrosomas.

Abstract

The centrosomes are organelles that are responsible of microtubule nucleation and during mitosis they actively
participate in the equal chromosome segregation. The master regulator of the centrosome is PLK4, in its absence,
the centrosome biogenesis does not occur, but when there is an overexpression of PLK4, new centrosomes form.
PLK4 is difficult protein to study in living cells at endogenous levels, that is why we propose a methodology to
generate a red fluorescent version of endogenous PLK4 and induce it by blue light with the use of an optogenetic
system, in conjunction with the development of a blue light illuminator. In this work, p/&4 was induced and its

impact on the centrosome genesis was studied.



1. Introduccion

1.1 Centrosomas

1.1.1  Centrosomas y su ciclo de replicacion

En casi todas las células animales, los centrosomas son el centro organizador de microtibulos
(“mTOC”, por su abreviaciéon en inglés), poseen dos centriolos (madre e hijo), cada uno compuesto
por nueve tripletes de y-tubulina en estructura 9 + 0 (Fig. 1A). Los centrosomas son organelos sin
membrana. Cada centrosoma consta de un par de centriolos, los cuales estin compuestos por y-
tubulina y se encuentran rodeados por otras proteinas que conforman la matriz pericentriolar
(Buchwalter et al., 20106). Los centrosomas participan en diversos procesos, tales como la segregacion

de los cromosomas durante la mitosis y la formacion de cilios en células quiescentes (Conduit,

Wainman and Raff, 2015).

Siendo que el numero y localizacién de los centrosomas varfa conforme a la etapa del ciclo celular,
el mantener la homeostasis de los centrosomas es crucial para la fisiologfa celular. Diversas patologias
se relacionan con alteraciones en la funcién de los centrosomas como son la microcefalia, el enanismo
y ciliopatias (Klingseisen and Jackson, 2011; Marthiens e# al, 2013; Martin et al, 2014). Los
centrosomas también tienen un papel importante en cancer, debido a que los centriolos se alargan en
las células cancerosas y este fenotipo esta relacionado con la capacidad de las células cancerosas a
generar metastasis (Marteil, Guerrero, Vieira, de Almeida, ef @/, 2018). Cuando existe un mayor
numero de centrosomas (fenotipo multipolar) se generan aneuploidias que pueden inducir apoptosis

(Fig. 1B) (Conduit, Wainman and Raff, 2015).

A B Normal spindle Multipolar spindle

distal ~—
appendages\\~\'\\;‘,1’4

mother -
centriole

\
pericentriolar
r material

e

daughter centriole




Figura 1 Centrosomas y su papel en la mitosis. (A) Los centriolos estan rodeados por un conjunto de
proteinas que contribuyen a la arquitectura y funcién del centrosoma llamada matriz pericentriolar.
(B) Una célula con multiples centrosomas generara multiples polos a los cuales migraran los
cromosomas generando células hijas que tendrin aneuploidias, que, en algunos casos, inducen
apoptosis y en otros se relacionan con cancer. DNA (azul), microtibulos (verde), centriolo (rojo) y
matriz pericentriolar (blanco). Imagen adaptada de (Alberts ¢f al., 2015; Buchwalter ez al., 2016).

En una célula quiescente (Go) el centrosoma participa en la formacion de cilios y/o flagelos. Cuando
se prepara la célula para su duplicacion (Gy), los cilios se desensamblan y se inicia la amplificacién de
cada centriolo de manera perpendicular con respecto a los centriolos pre-existentes (Sinicio). Antes de
finalizar la fase S, el par de centriolos se ha duplicado por tnica vez, dando lugar a dos centrosomas.
En la fase Gy los centrosomas se separan, y durante la mitosis, cada centrosoma genera los polos del
uso mitotico, los cuales coordinan la segregacion de los cromosomas (Fig. 2A & 2B) (Buchwalter e#
al., 2016). El mecanismo de iniciaciéon de la duplicacion de los centriolos no esta completamente
caracterizado. Actualmente se considera que PLK4 (Polo-Like Kinase 4) es la primera proteina
involucrada en este proceso y su localizaciéon en el centrosoma favorece la homodimerizacién, lo que
resulta en su activacion, asi como el reclutamiento de proteinas rio abajo en este proceso (Fig. 2C)
(Bettencourt-Dias et al., 2005; Habedanck ez a/., 2005; Kleylein-Sohn ef a/., 2007; Rodrigues-Martins ez
al., 2007; Ohta et al., 2018).
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Figura 2 Ciclo de los centrosomas (A) Los centrosomas se duplican acorde al ciclo celular. Una célula
en fase Go tendra un centrosoma formando cilios. Cuando la célula entra en G el centrosoma se
desensambla. Durante la fase S ocurre la génesis de centriolos de manera perpendicular a cada
centriolo preexistente, dando lugar a dos centrosomas unidos. En la fase G2 los centrosomas maduran
y se separan. Para la mitosis, los centrosomas migran a cada polo y unen a cada cromosoma para que
cada uno herede un juego completo de cromosomas. (B) Inmunofluorescencias mostrando los
centrosomas y PLK4 de una célula en G2. El DNA estd marcado con 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI, color azul), los centrosomas estan marcados con Centrina (verde) y también se observa la
localizacién de PLK4 (rojo). Barra de escala: 10 pm (C) Génesis de centrosomas. La llegada de PLK4
al centrosoma desencadena una cascada de sefializacién que resulta en la formacion de la estructura
de rueda de carro (“Cartwheel”, por su nombre en inglés) la cual servira para anclar alos nueve tripletes
de y-tubulina que nuclearan a los microtibulos. Imagen adaptada de (Buchwalter ez 4/, 2016).
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1.1.2 PLK4 es el regulador maestro de los centrosomas

PLLK4 es una proteina de 970 aminoacidos y su peso molecular es de 109 kDa. En el N-terminal posee
el dominio cinasa, seguido de los dominioss Polo-Box 1'y Polo-Box 2 (PB1 y PB2, respectivamente), que
en conjunto forman la regién Cryptic Polo-Box (CPB, por sus siglas en inglés) el cual es responsable de
la homodimerizacion de PLK4 (Park ef al, 2014), y a través del cual interactian las proteinas
centrosomales que se encargan de reclutar a PLK4 al centriolo (Sonnen e¢7 a/., 2013). En el C-terminal
se encuentra el dominio Po/o Box 3 (PB3) que es el sitio blanco de STIL, el regulador negativo de PLK4
(Zitouni ez al., 2014; Arquint ez al., 2015) (Fig. 3). PLK4 es el regulador maestro de los centrosomas.
Al eliminar al centrosoma por laser e inhibir la traducciéon de p/k4 mediante iRNAs, no ocurre la
sintesis de nuevos centrosomas. Un aumento sutil en el nimero de moléculas de PLLK4 (como puede
ser la transcripcion de fuga de un promotor inducible), resulta en la apariciéon de maltiples centriolos
adosados al centriolo madre, un fenémeno conocido como amplificaciéon canodnica. Si los niveles de

PLK4 aumentan drasticamente, ocurrira la sintesis de #ovo de centrosomas (Fig. 4) (Lopes e7 al., 2015).

Kinase gomain CPB dlomain

‘ ‘ PB2

Kinase“i"\‘ 7
domain * PB3

v/

Figura 3 Estructura de PLK4 En el N-terminal se encuentra el dominio cinasa, en él se destacan los
aminoacidos Thr170 y Glu96 que participan en la activacion por fosforilacion de PLK4 y el
funcionamiento de la actividad cinasa, respectivamente. Entre la CPB y el dominio cinasa se encuentra
un interdominio que sirve de linker (“IDL.”, por su abreviacién en inglés). PB1 y PB2 son los dominios
que mds interacciones tienen con otras proteinas que favorecen el reclutamiento de PLK4 al
centrosoma o la dimerizacion con otra PLK4. El dominio PB3 es el sitio de unién de STIL, el
regulador negativo de PLK4 en el centrosoma. Imagen obtenida de (Zitouni ez 4/, 2014 y Migueles-R,
tesis maestria, 2018).

11



Los niveles de PLLK4 aumentan conforme avanza el ciclo celular, siendo la mitosis la etapa en la que
existe la mayor cantidad de su transcrito (Winkles and Alberts, 2005), sin embargo, es dificil detectar
la proteina a partir de lisados celulares, por esta razon, se utilizan centrosomas concentrados obtenidos
por ultracentrifugacién para su deteccion (Habedanck ez 4/, 2005), por consiguiente, resulta dificil

estudiar a PLLK4 a niveles enddgenos.

Inhibicién Expresion Sobre-expresion
sutil
S
Ly

Leyenda:

{) Centriolo . Presencia de PLIK4 . Nicleo

Figura 4 PLK4 es el regulador maestro de los centrosomas En el estado WT, PLK4 se concentra en
el centrosoma, generando la duplicacion de cada centriolo (biogénesis canodnica). En células cuyo
centrosoma ha sido eliminado y se inhibe a PLK4, no ocurre la biogénesis de nuevos centriolos. Una
expresion sutil de PLK4 generard multiples centriolos en un mismo centrosoma (Amplificacion
canoénica), y una sobre-expresion resulta en la sintesis de #ovo de centriolos. Imagen adaptada de (Lopes
et al., 2015)

1.1.3  La fosforilacion de la Thr170 regula el nmbral de activacion de PL.K4

Para demostrar la frans-fosforilacion de PLKA4, se inhibi6 la traduccién de p/&4 por iIRNAs, y se expreso
heter6logamente de la version silvestre y la versién cataliticamente inactiva de PLK4
(PLK4-WT y PLK4-KD, respectivamente), a la vez que evaluaron por anticuerpos fosfoespecificos,
el estado de fosforilacion de la Thrl172 (el equivalente a Thr170 humana en moscas). En la condicion
que solo expres6 PLK4-WT, se detectd la fosforilacion de la Thrl172, en cambio, en cultivos que
expresaron a PLK4-KD, no se detect6 la fosforilaciéon de Thrl172. En los cultivos que expresaron
ambas condiciones, ocurre la fosforilacion de PLK4-WT y PLLK4-KD, lo que indica que una PLLK4 es
capaz de fosforilar a otra PLK4 (Fig. 5 A, B). La cinética de la #rans-autoactivaciéon de PLK4 sugiere
la presencia de un umbral critico de activacion; por debajo de ese umbral, son pocas las moléculas de
PLK4 activas, mientras que por encima del umbral, aumenta drasticamente el nimero de PLK4s

activadas (Lopes ¢7 al.,, 2015).
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Figura 5 fraps-autoactivacién de PLK4 (A, B) PLK4 se auto-fosforila en #rams. La expresion
unicamente de PLK4-WT (GFP-PLK4) resulta en ocurre la fosforilacién de la Thr172, cuando sélo
se expresa PLK4-KD (Myc-PLK4), la Thr172 no se fosforila. La co-expresion de las versiones WT' y
KD de PLK4, lleva a la fosforilacién de la Thr172 todas las isoformas, lo que indica que una PLK4
fosforil6 a otra PLK4. La activacion de PLK4 depende de su concentracion, una vez que se rebasa el
umbral de activacion, se generara un mayor numero de moléculas de PLK4 activas. Imagen adaptada

de (Lopes

et al., 2015).

Para demostrar el mecanismo de activaciéon de PLK4, fue necesario sobre-expresar las isoformas

silvestre y mutante en las células. Sin embargo, un estudio mas detallado de las funciones de PLK4

requiere de seguir a esta cinasa a concentraciones endogenas y a nivel de célula unica. Para resolver

este problema, nosotros planteamos generar por CRISPR/nCas9, una linea celular que exprese en

locus enddégeno una version roja fluorescente de PLK4 e inducir su transcripcion con luz azul

mediante el uso de un sistema optogenético basado en CRISPR/dCas9. En conjunto, ambas

herramientas nos permitiran tener una estrategia para estudiar a PLK4 a niveles endogenos.
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1.2 CRISPR/Cas9 e inducciéon de genes endogenos

1.2.1 CRISPR/ Cas9

El sistema CRISPR/Cas9 es una herramienta utilizada para la edicién de genomas, aunque su uso
también se extiende a modificaciones epigenéticas, visualizacion de genes, etc. (Doudna and
Charpentier, 2014). El sistema CRISPR/Cas9 emplea a la endonucleasa Cas9 que se asocia a un RNA
guia (“single gnide RNA” (sgRINA), por su nombre en inglés) que le indica el sitio de corte del DNA.
Los primeros 20 nucleétidos en el extremo 5°del sgRNA le dan la especificidad a Cas9, a esa region
se le conoce como espaciador. El complejo Cas9:sgRNA requiere que esté presente la secuencia PAM
(“protospacer adyacent motif”, por su nombre en inglés) en el sitio de corte. Cas9 hace un corte romo entre
en el 3 y 4 nucleétido localizado rio arriba a la secuencia PAM (Fig. 6A). Una vez que se realiza el
corte de doble cadena en el genoma, en eucariontes, es posible reparar el corte por dos mecanismos,
unién de extremos no homologos (“Non-Homologons End Joining” NHE]), por su nombre en inglés)
y/o teparacion mediada por homologia (“Homology directed repair” (HDR), pot su nombre en inglés)
(F Ann Ran e al., 2013; Doudna and Charpentier, 2014). NHE] es utilizado para knock-out y consiste
en dejar que la célula repare ese corte a costa de generar znserciones y deleciones de manera azarosa
(“INDEL”, por sus siglas en inglés), que, cuando ocurren en el marco abierto de lectura de un gen,
resultan en la apariciéon de codones de paro prematuros o en un cambio en el ORF, generando el
knock-out (Fig. 6B). HDR se utiliza para hacer mutaciones puntuales o el knock-in de una secuencia

de interés; este mecanismo requiere de un DNA donador que brinde la secuencia a integrar (Fig. 6B).

Cuando se usa Cas9 silvestre, existe la posibilidad de que el sgRNA hibride en sitios inespecificos,
conocidos como “gff-target”, dando como resultado la generaciéon de INDELs en locus (loci) no
deseados en el genoma. La version Cas9 nickasa (nCas9) no presenta la generacion de INDELSs a causa
de un off-target, esto se debe a que esta enzima genera un nick en el DNA blanco, el cual sera reparado
por la célula sin afadir o remover nucledtidos. Para utilizar CRISPR/nCas9 como herramienta de
edicién de genomas, es necesario utilizar dobles nickasas cuya posicion sea lo mas cercano entre ellas,
simulando un corte de doble romo de doble cadena para proceder con los mecanismos de reparacion
(NHE]J o HDR) segun lo requiera el experimento (Fig. 6C) (F. Ann Ran e al., 2013; Chiang ¢t al.,
2016).
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Cas9 D10A nickase

Figura 6 Sistemas CRISPR/Cas9 (A) Sistema CRISPR/Cas9 tradicional. El sistema CRISPR/Cas9
requiere de realizar un corte de doble cadena en el locus a editar, para lograr esto, Cas9 es una
endonucleasa programable por sgRNAs. Para que ocurra un corte, es necesaria la presencia de la
secuencia PAM (5= NGG — 3") en la hebra complementaria a la hebra que hibrida con el sgRNA en
el locus a editar. Los dominios RuvC y HNH de Cas9 son los encargados de realizar un corte romo
en el locus de interés (B) Reparacion de cortes de doble cadena en el DNA. Si no existe una molécula
que recombine con el DNA, la reparacién ocurrira via NHE]. Esto genera inserciones y deleciones
de nucleétidos que, en caso de ocurrir en un marco abierto de lectura, resultara en el knock-out del
gen. Si existe un DNA exégeno con secuencias homoélogas (DNA donador), la reparacién ocurrira via
HDR. (C) Sistema CRISPR/nCas9. Este sistema simula un corte romo de doble cadena en el locus a
editar, y una vez hecho el corte en el DNA blanco, se puede generar el knock-out o un knock-in.
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1.2.2 Sistema CRISPR/ dCas9 optogenético para la induccion de genes por luz; azul

La optogenética es una herramienta interdisciplinaria que combina la 6ptica con la genética para
controlar, a través de la luz, procesos celulares definidos (Deisseroth, 2018). El sistema optogenético
basado en CRISPR/dCas9 para la activacion de la transcripcién de genes consiste en dos
componentes, un ancla (dCas9-CIB1) y un activador (p65-CRY2). El ancla esta formada por la version
cataliticamente inactiva de Cas9 (dCas9) fusionada a CIB1, y su funcién es posicionarse mediante el
sgRNA rfo arriba del gen a regular y ser el sitio de dimerizacién con el activador en presencia de luz
azul. El activador esta compuesto por el factor de transcripcion de p65 fusionado a CRY2; esta
proteina de fusién carece de un dominio de unién al DNA, por lo que no es capaz de inducir la
transcripcion por sf sola. En presencia de luz azul, CIB1 y CRY2 heterodimerizan, lo que conlleva al
activador a ser reclutado en el locus en el que se posiciona el ancla y, por consiguiente, a que se

trascriba el gen de interés (Fig. 7)

CRY2 Activator

Blue light

Gene of Interest Promoter sequence Gene of Interest

Figura 7 Sistema optogenético CRISPR/dCas9 El sistema optogenético induce la trascripcion del
gen de interés en presencia de luz azul. El ancla (dCas9-CIB1) permite que el activador (p65-CRY2)
sea reclutado rfo arriba del gen de interés cuando son expuestos a luz azul, lo que permite que se
induzca la transcripcion.
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2. Justificacion

Si bien se sabe que PLK4 participa de manera importante en la formaciéon de
centriolos, para entender mejor su funcion es necesario determinar el nimero de
moléculas de PLK4 necesarias para la formacién de estos organelos. Esto requiere

desarrollar nuevas metodologias para inducir y rastrear a PLK4 endégena.
3. Hipotesis

Se puede estudiar la funciéon de PLK4 endogena en células vivas, sin utilizar

expresion heteréloga.

4. Objetivos

General

Cuantificar los niveles endogenos de PLK4 en el centrosoma mediante la expresion

regulada de p/&4 endbégena y evaluar sus implicaciones en la génesis de centriolos.

Especificos

1. Generar mediante CRISPR/nCas9 una linea celular AD293 que exprese
PLK4-mRuby3 en el locus endogeno de p/k4.

2. Construir un sistema de iluminacién de luz azul para células en cultivo y
empleatlo en conjunto con el sistema optogenético CRISPR/dCas9 para la
induccioén transcripcional de p/&4 enddgena y evaluar la formacion de

nuevos centriolos.
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5. Materiales y métodos
5.1 Medios y soluciones

5.1.1 Buffer TE 10X

e 100 mM Tris-Cl
e 10 mM EDTA (pH 8.0)

Esterilizar mediante autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

5.1.2 Medjo 1B

Pesar los siguientes reactivos

e NaCl 4¢g
e Triptona 4¢g
e Extracto de levadura 2¢g

Mezclar los reactivos en un vaso de precipitado y aforar a 400 ml con agua destilada. Esterilizar por

autoclave 121 °C durante 20 minutos.

5.1.3 Medjo 1 .B-agar

A partir de medio LB liquido no estéril, afiadir 2% de agar en polvo. Autoclavear a 121 °C durante 20

minutos. El medio LB-agar se puede guardar hasta por cuatro meses. Cuando sea necesario utilizarlo,

se funde en el microondas y se deja enfriar hasta que sea tolerable al tacto, en ese momento se le afiade

el antibiético de interés (en caso de ser necesario) y se vierte en las cajas de Petri.

5.1.4 Medio D10

e DMEM 1X
e Antibidtico y antimicético

e Suero Fetal Bovino 10 %

Preparar en campana de flujo laminar.
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5.1.5 Medio de congelamiento

e Suero Fetal Bovino 90%

e DMSO 10%

Preparar en campana de flujo laminar.

5.1.6 Solucion EACSFlow 5X

e Cloruro de sodio 203.00 g
e C(loruro de potasio 007.00 g
e Cloruro de litio 010.75 ¢
e TFosfato de potasio monobasico 006.50 g
e Fosfato de sodio dibasico 058.75 ¢
e EDTA disédico 009.00 g

Aforar a 5 litros. Para su uso, llevar a 1X y esterilizar por filtracion.
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5.2 Protocolos

5.2.1 Preparacién de bacterias electrocompetentes

A pattir de un cultivo de Escherichia coli DH5a crecido toda la noche a 37 °C/200 rpm, se re-sembrd
en microtubos de 1.5 ml (100 pl de inéculo y 900 pl de medio LB). Los cultivos fueron crecidos en
un bafio seco con agitacion (Digital Heating Shaking Drybath, Thermo Scientific) a 37 °C/900 rpm.
Cuando los cultivos alcanzaron una densidad 6ptica de ~0.6, fueron centrifugados a 9000 rpm durante
1 minuto. Se deseché el sobrenadante y el botén celular fue resuspendido en 1 pl de agua destilada
estéril, se repiti6 el lavado. Las bacterias fueron resuspendidas en 50 ul de glicerol al 10% estéril y

guardadas a -80 °C hasta su uso. (Protocolo adaptado de Tu 7 al., 2016).

5.2.2 Transformacion bacteriana

Al tubo con las bacterias electrocompetentes, se les anadié 100 — 300 ng del plasmido de interés y se
homogeneiz6 por pipeteo. La solucion fue trasferida a una cubeta de electroporacion (Gene Pulser
0.2 cm, Bio-Rad), procurando no generar burbujas, y las bacterias fueron electroporadas a 2500 V
(Eppendortf electroporator 2510). A la cubeta de electroporacion se le anadié 1 ml de medio LB para
recuperar a las bacterias y posteriormente fueron transferidas a un tubo de ensayo de 100 x 13 mm.
El cultivo fue incubado durante 1 hora a 37 °C/300 rpm. Pasado ese tiempo, las células fueron
sembradas en cajas de LB-sélido con antibidtico y crecidas a 37 °C toda la noche. Las colonias aisladas
se sembraron en 3 ml de medio LB con antibidtico e incubadas a 37 °C/200 rpm durante 16 h. Se
purificé el plasmido por miniprep (ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit, Zymo research) y se corroboré

el plasmido por ensayos de restriccion.

5.2.3 Preparacién de crioviales bacterianos

El cultivo a ctriopresetvar se incub6 a 37 °C/200 rpm durante toda la noche. A la mafiana siguiente,
en un criovial, se afladieron 800 ul de glicerol al 80% estéril y 800 ul del cultivo de interés. Se mezcld

por inversion y se guardé el criovial a -80 °C para su preservacion.

5.2.4 Recepcién de plasmidos provenientes de Addgene

Addgene envio los plasmidos desecados en papel filtro. La region en la que se encontraban fue cortada
con un cutter y resuspendidos en 30 pl de buffer TE. Se dej6 reposar durante al menos 10 minutos y

se procedi6 a realizar la transformacion bacteriana.
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5.2.5 Sintesis de oligonucle6tidos

Todos los primers reportados en este trabajo, fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
(USS) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. A partir del stock que entrega la USS, los primers fueron
diluidos a una concentracién de 10 pM (10 pmol/pl). Para detalles de secuencias, revisar el material

suplementario.

5.2.6 PCR de punto final

Todas las PCRs, fueron realizadas con la enzima Phusion DNA polimerasa (Thermo Scientific). Las
condiciones generales para la preparacion de la PCR se describen mas adelante (Tabla 1). La Tm de

cada oligonucledtido se calculd con el software provisto por el fabricante:

e https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/moleculat-

scientific-web-tools /tm-calculator.html.

Todas las PCRs se realizaron en un volumen final de 50 pl, tal y como indica la siguiente tabla:

Reactivo Volumen (pl) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer HF 5X 10.0 98.0 120 1
ddH,O 325 98.0 10
dNTPs 10 mM 1.0 Tm 30
Primer fw 10 uM 2.5 72.0 30s/(1 kb +305s) "
Primer tv 10 yM 2.5 72.0 600 1
DNA molde 1.0 4.0 10 1
Phusion DNA pol 0.5 4.0 00 1

Tabla 1 Condiciones generales de PCR de punto final.
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5.2.7 Sintesis del DNA donador PLLK4-mRuby3

PLK4-mRuby3 fue sintetizada a partir de cuatro fragmentos (nombrados A, B, Cy D). Los amplicones
fueron purificados de gel (GeneJet Gel Extraction kit, Thermo Scientific) y luego unidos
covalentemente por OE-PCR (Wineskog and Bjerling, 2014). Cada amplicon fue utilizado de manera
equimolar (0.1 pmol) y se unieron en parejas: es decir (A + B 2 AB), (C+ D = CD) y (AB + CD
- ABCD). PLK4-mRuby3 fue clonado mediante CPEC en el backbone del vector sgRNA1_Tet-
inducible luciferase reporter (Addgene #3226) (Quan and Tian, 2014) y la construccién se corrobord
por secuenciacion. Al plasmido que contiene a PLK4-mRuby3 se le llamé PLK4-HDR. Las

condiciones de cada OE-PCR se desglosan en la seccion 10.1 del material suplementario.

5.2.8 Ensavos de restriccion

Todos los ensayos de restriccion de DNA se realizaron de la siguiente manera: 0.5 ul de enzima
(Thermo Scientific), 2 pl de DNA purificado, 2 pl de buffer de restriccién y 15.5 ul de agua destilada.
La reaccién se dej6 incubando durante 2-4 h a temperatura 6ptima de cada enzima segun indica el

fabricante y se inactivé la digestion a 80 °C durante 20 minutos.

5.2.9 Subcultivo de células eucariontes

Se utilizaron células AD293, crecidas en cajas de 35 mm en medio D10. Cuando las células alcanzaron
el 80-90 % de confluencia se le hizo el subcultivo. Se les aspiré el medio y se realizé un lavado con
PBS 1X y se volvid a retirar el medio, al cultivo se le afiadié 1 ml de tripsina 1X, se dej6 incubar
durante 5 minutos a 37 °C. Para inactivar la tripsina se le afiadié 1 ml de medio D10 y las células que
segufan en monocapa fueron disgregadas mecanicamente. El cultivo fue sembrado en una caja de 35

mm nueva con una dilucion 1:10.

5.2.10 Criopreservacion y descongelamiento células eucariontes

Las células a criopreservar se sembraron en una caja de 100 mm. Una vez que alcanzaron el 80-90 %
de confluencia, se disgregaron segun indica el protocolo del subcultivo. Las células individuales se
centrifugaron a 400 G durante 5 minutos, se les aspiré el medio y se resuspendieron en 8 ml de medio
de congelamiento, se alicuoté 1 ml del cultivo a cada criovial y se rotulé con el nombre de la linea
celular, el nimero de pase, fecha (mes/aflo) e iniciales de la persona que los preparé. Se llevaron a

-80 °C para su preservacion.
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Para descongelar un cultivo, se prepar6 una caja de 100 mm con 10 ml de medio D10, las células
se descongelaron en bafio marfa sin sumergir la tapa. Justo cuando se ha descongelado el ultimo hielo,
se deposito el cultivo en la caja de 100 mm. Se incubaron las células a 37 °C y 5% de CO; hasta que

el cultivo alcanzdé a una confluencia de 70-80 %, en ese momento se le realizo el subcultivo.

5.2.11 Transfeccion células eucariontes

En campana, se rotularon dos tubos eppendorf estériles (D y L). En el tubo L, se mezclaron 125 ul
de Opti-MEM y 3.75 pl de Lipofectamina 3000, la mezcla se agité por Vortex durante tres segundos.
En el tubo D, se afiadié 125 pl de Opti-MEM, 2.5 pg del DNA a transfectar y 5 ul del reactivo P3000.
Se mezclaron ambos tubos y se dejé reposar durante 15 minutos. Durante la incubacién, se le hizo un
cambio de medio a las células, al terminar los 15 minutos se le afiladi6 la mezcla de lipofectamina:DNA

al cultivo.

5.2.12 Extracciéon de DNA genémico

El DNA gendémico fue extraido con kit segin las instrucciones del fabricante (Quick-DNA Miniprep
Plus, Zymo Research). Para los estudios de genotipificacion, las células disgregadas fueron alicuotadas
en 20 pl de agua mili-Q), se calentaron a 98 °C durante 10 minutos, se enfriaron en hielo por 5 minutos

y se centrifugaron a 13,000 RPM durante 10 s. Se tomo 1 pl del sobrenadante para la PCR.
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5.2.13 Cambio de sgRNAs
Se digirieron 2 pg del plasmido AIO-GFP (Addgene #74119) con la enzima Bbsl y se purifico la

reacciéon con DNA Clean and Concentrator (Zymo research). El plasmido digerido y purificado fue
fosfatado, se tomaron de 0.2 a 1 pg (segun la concentracién obtenida de la purificacion) del vector
linealizado, 2 pl de Anza 10X buffer, 1 ul de Anza fosfatasa alcalina (Thermo Scientific) y se afor6 a
20 pl con agua destilada. La reaccién de fosfatacién fue incubada a 37 °C durante 15 minutos e

inactivada a 80 °C durante 5 minutos.

Por otro lado, el espaciador del sgRINA se sintetiz6 a partir de un par oligonucleétidos de 24 bases
en donde las primeras cuatro bases del extremo 5’ son los extremos compatibles al sitio de restriccion
de Bbsl y los 20 nucleétidos remanentes le confieren especificidad al sgRNA. Los oligonucleétidos
fueron fosforilados con Anza T4 PNK (Thermo Scientific) en tubos independientes, cada reaccion
utilizé 50 pmol de cada oligonucledtido, 1 ul de Anza T4 PNK, 2 ul de Anza 10X PNK buffer y se
aforaron a 20 pl con agua destilada. La fosforilacién se llevé a cabo a 20 °C durante 15 minutos y se
inactivo a 80 °C durante 5 minutos. Al terminar la reaccién de fosforilacion, los oligonucleétidos de
cada tubo fueron mezclados y calentados a 98 °C durante 2 minutos y enfriados lentamente a 4 °C

con una rampa de enfriamiento de 0.1 °C/s en el termociclador.

La ligacion del espaciador con el vector linealizado se realizé con Anza T4 DNA Ligase Master Mix
(Thermo Scientific), se pusieron 5 pl del espaciador, 5 pl del vector fosfatado, 5 pl de agua destilada y
5 ul de Anza T4 DNA Ligase Master Mix. Se toman 2.4 ul de la reacciéon de ligacion para la
transformacién bacteriana. Los plasmidos con el sgRNA de interés fueron comprobados por
digestion, el vector parental posee un sitio BamHI, mientras que los modificados pierden ese sitio.
Para modificar el segundo sgRNA del vector AIO-GFP, el protocolo es el mismo excepto que en vez
de utilizar Bbsl, se usa Bsal y para corroborar la clonaciéon se utiliza Clal. Los plasmidos fueron
mandados a secuenciar para su confirmacién. Al plasmido que contiene los sgRNAs especificos para

PLK4 se le llam6 AIO-PLKA4.
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5.2.14 Transfeccién del sistema CRISPR/nCas9

En un cultivo de células AD293 crecido a 70-80 % de confluencia, se transfecté con 1 pg de cada
plasmido PLK4-HDR y AIO-PLK4, y se dej6 incubando durante 48 h y se le hizo sub-cultivo segin

el tipo de seleccion de interés:

Para las células crecidas por dilucion seriada, se sembraron 4000 células en el primer pozo de
una placa de 96 pozos. La dilucion fue de 1:2, primero se diluyeron de manera horizontal (Al - H1) y
posteriormente de manera vertical (A1 — A12, B1 —B12, ..., H1 — H12). Cada pozo contenfa 100 pl
de medio D10, a excepcién del pozo Al donde se partié de 200 ul. Se dejé crecer a las células y se
sub-cultivaron en una placa de 35 mm a 37 °C y 5% CO hasta alcanzar una confluencia de 70-90 %,

en ese momento se les extrajo el DNA para corroborar la edicién, por genotipificacion.

Para obtener una placa de 96 pozos a una concentracién de 0.5 célula por pozo, se prepar6 un
stock de 60 células en 12 ml de medio D10. La placa de 96 contenia 100 ul de medio D10 y se les
afiadi6 100 pl del stock de células. La placa se incub6 a 37 °C, 5% CO; hasta alcanzar una confluencia
de 70-90 %. Las células se observaron por microscopia confocal (FV1000 Olympus) en busca de

células con fluorescencia roja.

Las células analizadas y separadas por citometria de flujo se prepararon a una concentracion
de 1x10° células/ml, en un tubo Falcon de 15 ml estéril al citémetro de flujo FACSAria Fusion (BD
Biosciences). El uso del equipo estuvo a cargo de la Biol. Erika Isabel Melchy Perez. Se prepararon
ocho placas de 96 pozos en donde cada pozo fue preparado con 100 ul de medio D10 + 10% SFB +
1X antibiético/antimicético y se sembrd una célula positiva para fluorescencia verde (matcador del
vector AIO-PLK4), las células se incubaron durante un mes con cambio de medio cada semana a

partir de la segunda semana del dia de sembrado.
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5.2.15 Disefio e impresioén en 3D

El modelo en 3D del iluminador de luz azul fue disefiado en Fusion 360 (Autodesk Inc). Dicho modelo
se exportdé como .stl y cargado en Ultimaker Cura 4.0 (Ultimaker) en donde se gener6 el archivo de
coordenadas para la impresion en 3D. Todas las partes fueron impresas a una resolucion de 0.1 mm,
con un “mfill” de 5%. Cuando fue necesario, se imprimieron con material de soporte, el cual fue

removido al terminar la impresion.

5.2.16 Regulacién de genes por CRISPR/Cas9 optogenético

Las células AD293 fueron sembradas en una placa de 35 mm a una densidad celular de 500,000 células
por placa. A las 24 horas de la siembra, se transfecté el cultivo con los plasmidos NLS-dCas9-trCIB1
(addgene #64119), NLSx3-CRY2PHR-p65 (addgene #64124), sgRNA1_Tet-inducible Luciferase
reporter (addgene #064161), Tet-inducible mCherry reporter (addgene #64128). El cultivo
transfectado fue incubado a 37 °Cy 5% de CO, durante 20 h y posterior a ese tiempo, se expuso a luz
azul con el iluminador JoGio (descrito mas adelante en este trabajo). A las 24 h de iluminacién, las
células fueron observadas por microscopia confocal (FV1000 Olympus upright), o por citometria
acoplada a microscopia (Amnis ImagesStreamx MK II). En ambos casos, se utilizaron los filtros para
detectar fluorescencia roja. Las imagenes recolectadas por microscopia confocal se analizaron con FIJI
(Rueden ez al., 2017) y las imagenes provenientes del citometro de flujo fueron analizadas con IDEAS

(Luminex Corp).
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5.2.17 Induccién de la transcripeién de pik4 por el sistema optogenético

Las células AD293 fueron transfectadas con los plasmidos NLS-dCas9-trCIBI,
NLSx3-CRY2PHR-p65 y pEGFP-Centrin2 (Nigg UK185) (Addgene #41147). La elecciéon de los

espaciadores para la induccion de p/k4 fue a través de la pagina web: http://crispr-era.stanford.edu/.
El vector que expresa el sgRNA apto para los experimentos de optogenética fue llamado OPT-PLK4.
Los cultivos transfectados se dejaron incubar durante 20 horas a 37 °C y 5 % COs. Pasado ese tiempo,
se montaron en el iluminador JoGio con su respectivo LED (alta y baja potencia) y se indujo la
transcripcion durante 24 horas. Como control negativo se us6 un cultivo transfectado con los mismos
plasmidos, pero aislado de la luz. Al terminar la induccién, las células se llevaron al microscopio
confocal (Olympus FV1000 upright), para su visualizacion se usé el objetivo 60X de inmersion en
agua, NA 1.1 y los filtros para detectar la fluorescencia verde, emitida por Centrina-EGFP. El analisis
de imagenes y la medicién del area de los centrosomas se realizé en FIJI (Rueden e# al., 2017). A los
datos recolectados, se le hizo una prueba de ANOVA para detectar diferencias significativas entre las

diferentes condiciones con el software PRISM 8 (Graphpad).

Nota: Al momento de disefar el experimento esa era la unica herramienta que contaba con algoritmos
para esta estrategia. Durante la escritura de este manuscrito, nuevas plataformas han incorporado
algoritmos capaces de predecir espaciadores utiles para esta aplicaciéon. En caso de que el lector esté
interesado en activar la transcripcion con CRISPR, se recomienda revisar otras las opciones

disponibles, tales como:

e https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools /sgrna-design-

crisprai?mechanism=CRISPRa

o http://www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html
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6. Resultados y discusion

La estrategia experimental consistié en dos etapas, la primera fue generar una linea celular que exprese
en locus end6geno una version roja fluorescente de PLK4 mediante CRISPR/nCas9. La segunda fue

inducir la transcripcién de PLK4 con el uso de luz azul por medio un sistema optogenético basado en

CRISPR/dCas9.

6.1 Obtencion de la linea celular plk4-mRuby3*/*

Para generar la linea celular por CRISPR/nCas9 se requiere de seleccionar y sintetizar dos sgRNAs
para realizar el corte en el locus de interés y el DNA que va a recombinar (de ahora en adelante,
llamado como “DNA donador”). Se escogié un par de sgRNAs especificos para el gen de p/&4 humana
(Gene ID: 10733). Los algoritmos sugirieron utilizar el extremo 5” del gen, pero PLK4 posee tres
isoformas, en donde todas las variaciones ocurren en el extremo N-Terminal. Las isoformas son
conocidas como isoforma 1 (Sillibourne ez a/, 2010), 2y 3 (Ota et al., 2004), siendo la isoforma 1 la
mas estudiada, ya que las isoformas 2 y 3 sélo han sido reportadas en un estudio de transcriptémica y
se desconoce su papel fisiologico de las isoformas 2 y 3 de PLK4. La isoforma 2 carece de 31
aminoacidos que corresponde al tercer exén de la isoforma 1, mientras que la isoforma 3 carece de los
primeros 41 aminodacidos que si poseen las isoformas 1 y 2 (Fig. 8A). Para evitar que exista una mezcla
entre isoformas fluorescentes y no fluorescentes de PLLK4, se opté por realizar la integracion en el
extremo 3" debido a que, en todas las isoformas, se encuentra presente el dltimo exén. A diferencia
del extremo 57, los algoritmos no encontraron secuencias de alta especificidad en el extremo 37; se
selecciond al mejor sitio blanco de esa region que esta posicionado en el dltimo exén. Los espaciadores
escogidos fueron 5-ATTAACCACCGCGCCTGTCC-3" y 5-GCACTTTGGGAGGCCAAGGG-
37, y se clonaron en el vector AIO-GFP, este vector expresa de manera constitutiva a Cas9 nickasa y

ambos sgRNAs (Chiang ef al., 2016) (Fig. 8B).
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Figura 8 Estrategia de edicién con CRISPR/Cas9 nickasa (A) Isoformas 1, 2 y 3 de p/k4 destacadas
en un recuadro azul. (B) Secuencias de sgRNAs elegidas para realizar el corte en el gen endégeno de

plk4 por el sistema de dobles nickasas.
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6.2 Recombinacion homodloga entre plk4y mRuby3

Para contender contra la poca abundancia de PLK4 a nivel de célula tnica, escogimos a mRuby3 como
la proteina fluorescente a introducir en fase con el gen de p/k4 en su extremo 3’. Las propiedades
fotofisicas de mRuby3 la hacen una proteina altamente brillante y foto-estable (EC = 128,000 M cm™
L, QY = 0.45, t12= 349 s y brillo = 57.6) (Bajar ez al., 2016), lo que nos permitira rastrear a PLK4 con

una mayor confianza que con las proteinas fluorescentes tradicionales (e.g. EGFP).

Para la recombinacién homologa, se sintetiz6 un DNA quimérico, que contiene la secuencia del
extremo 3’ de p/k4 unida covalentemente al gen de #Rwuby3. Esta construccion es el DNA donador.
Para evitar que el complejo CRISPR/nCas9 corte al donador, removimos las secuencias blanco, asi
mismo, se le afadié un linker flexible para evitar un posible impedimento estérico entre PLK4 y

mRuby3, y se le agregd la secuencia zyc para facilitar su deteccion por ensayos de inmunolocalizacion.

El DNA donador fue sintetizado a partir de cuatro fragmentos (Fig. 9A):
e Fragmento A: Rio arriba del sitio de corte (896 pb).
e Fragmento B: Rio abajo del sitio de corte, hasta el penultimo codén de p/k4 (381 pb).
e TFragmento C: En este amplicon se encuentra #Ruby3, pero se le anadié un linker flexible de
GGGSGGGC y mye (823 pb en conjunto).
e Fragmento D: Incluye al 3’>-UTR y 577 pb rio abajo del gen de p/&4 (1298 pb en conjunto).

La unién covalente de los fragmentos A, B, C y D se utiliz6 OE-PCR (overlap extension PCR, por
nombre en inglés) (Wineskog and Bjerling, 2014). Esta técnica se basa en la unién de cada fragmento
mediante micro-homologias de 15 - 30 pb que actuaran como cebador de la PCR, y a su vez hacer que
la DNA polimerasa sintetice un amplicon correspondiente a la unién de ambos fragmentos. En este
caso, el extremo 3 del fragmento A tiene micro-homologia con el 5” del fragmento B, el fragmento
B en su extremo 3” tiene homologia con el 5” de fragmento C y asi subsecuentemente. Primero, se
ensamblaron los fragmentos A con B para generar AB. Por otro lado, se unié C con D para obtener
CD. Los fragmentos AB y CD se unieron para generar el fragmento ABCD, formando asi el DNA
donador (Fig. 9B). Los resultados de la secuenciacion indicaron que no ocurrieron rearreglos en las
microhomologias de unién en los fragmentos A con B, B con C y C con D (Fig. S1A), y que por lo

tanto la construccion tiene la secuencia esperada.
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En la literatura esta reportado que la eficiencia de integraciéon depende de la longitud de los
brazos homologos y que a partir de ~900 pb se alcanza el limite de integracion dependiente de las
homologias (Zhang et al., 2017). Nuestro DNA donador posee 1,223 y 1,266 pb de homologia
izquierda y derecha respectivamente, por lo que nuestra construcciéon no esta limitada por el tamafio
de las secuencias homologas. En conclusion, se sintetizé6 el DNA donador que no parece tener

restricciones para recombinar con el gen endégeno de p/k4.

plk4 gen endégeno A B D
| | | I |

o] v
\ A

-

v \
A = Sitio de corte por CRISPR/nCas9 *

A = Rio arriba del sitio de corte “\‘ -
B = Rio abajo del sitio de corte ey
C = Linker flexible, »yc & mRuby3 e .
D = 3"- UTR & region intergénica -‘L| Last Exon
B DNA donador
MW C D CD MW AB CD ABCD
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B = 381 pb D =1298 pb CD = 2095 pb
AB= 1258 pb CD= 2095 pb ABCD = 3329 pb

Figura 9 Sintesis de PLK4-mRuby3 (A) Diagrama esquematico de secuencias amplificadas para la
sintesis del DNA donador. (B) Fragmentos sintetizados y unidos utilizados para la sintesis del DNA
donador.
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6.3 Seleccion de plk4-mRuby3*'* en experimentos de dilucién clonal, genotipificacién y

deteccion por fluorescencia.

Para detectar si ocurri6 la integracion de mRubuy3, se realizé una PCR usando oligonucleétidos que
hibridacen en secuencias externas que no forman parte del DNA donador. Para las células con el
genotipo silvestre, el amplicon tendria un tamafio de 3,123 pb, mientras que para las clonas editadas
se espera un amplicéon de 3,733 pb (Fig. 10A). Para cultivar clonas independientes, se hicieron
diluciones seriadas 1:2 y una vez que las células tuvieron una confluencia de 80 — 90 % fueron
sembradas en una caja de 35 mm y a estas células se les extrajo el DNA para la genotipificacién. En la
mayoria de los casos, no se detect6 la banda que corresponde al genotipo silvestre y a estos cultivos

se les volvia a genotipificar, y no se detecto la clona editada (Fig. 10B).

Para no partir de cultivos heterogéneos, decidimos sembrar cultivos isogénicos. Para lograr esto, se
preparé una placa de 96 pozos con células sembradas a una densidad de 0.5 células por pozo y cuando
las células alcanzaron una confluencia de 80 — 90 % fueron observadas en un microscopio confocal
(Olympus FV1000 invertido) con filtros para detectar la presencia de fluorescencia roja proveniente
de mRuby3. Se encontré un pozo con sefial roja (Fig. 10C) pero no correspondia al patron
caracteristico de PLLK4 en el centrosoma (Fig. 2B). Se descart6 que la sefal sea autofluorescencia ya
que no todas las células lo presentaban. Se infiere que la sefial roja podria ser PLK4-mRuby3, debido
a que las células que presentaron la fluorescencia roja estaban redondas y despegadas, un fenotipo
caracteristico de estrés y que, en bajo esas condiciones, PLLK4 es sobreexpresada (Chae ez a/, 2005;
Morettin ef al., 2009). Una segunda evidencia que sugiere que nuestras células estaban expresando a
PLK4-mRuby3 es el patron visualizado. PLK4 puede formar agregados funcionales z vitro como in

vivo, y su patron de fluorescencia es similar al observado (Montenegro Gouveia ¢f al., 2019; Yamamoto

and Kitagawa, 2019).

Es necesario hacer mas experimentos para estar seguros que lo visto fue PLK4-mRuby3. Si PLK4 se
esta agrupando, formaria nuevos centriolos, por lo que un marcador de centrosomas nos mostraria
que PLK4 esta co-localizando en la misma posicion que el marcador. En caso de que PLK4 estuvise
formando un agregado funcional, el marcador de centrosomas no mostraria una co-localizacién, en
ese situacion se pueden expresar microtubulos fluorescentes para corroborar que PLK4 sigue
desempefiando su funcién es nucleador de microtubulos. El cultivo que expreso la fluorescencia roja

se le hizo pase, no obstante, no fue viable, por lo que no se logré aislar la clona editada.
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Los experimentos previos contenfan una mezcla de células transfectadas y no transfectadas; para
trabajar inicamente con las células transfectadas, se selecciono por citometria de flujo a las células que
expresaron al marcador de transfeccion EGFP, PF cuyo gen se encuentra en el mismo plasmido que
expresa a nCas9 y se sembrd 1 célula por pozo en 8 cajas de 96 pozos y no se encontraron células
viables en ninguno pozo. El hecho de no encontrar ninguna célula viable puede ser a causa del estrés
que implica a las células pasar por el citémetro y/o que el realizar una edicién en el gen de plk4 bajo

nuestras condiciones resulte letal.

A la fecha, sélo existen tres trabajos que lograron generar una edicién genémica en el locus de p/e4
usando CRISPR/Cas9. El primero fue en 2014 en donde se cambié un nucledtido a p/k4, los autores
utilizaron Cas9 WT, ssDNA como DNA donador y una presion de seleccion a una droga para eliminar
a la poblacion no transfectada (Levine and Holland, 2014). En el segundo trabajo se reporta la creacion
de una linea celular p/k4”’" con el uso de lentivirus (Sredni and Tomita, 2017) la informacién de este
trabajo es contradictoria ya que al ser p/&4 un gen esencial, su remocion es letal (Ko ez 4/, 2005). Por
ultimo, durante la escritura de este manuscrito, se report6 la generaciéon de una linea celular que
expresa PLK4-mClover*” (una version verde fluorescente de PLK4), los autores, al igual que nosotros,
escogieron el extremo 3° de p/k4 para hacer la edicién y no lograron obtener la linea celular
homocigota. Los autores no proporcionaron informacién detallada sobre generaciéon de su linea

celular (Takao, Yamamoto and Kitagawa, 2019).

En conclusién, no se logré obtener a la linea celular PLK4-mRuby3"/*

a través de las metodologfas
descritas en este trabajo. Se propone utilizar a Cas9 silvestre en conjunto con una presion de seleccion

ante un farmaco para disminuir la poblaciéon de células no transfectadas.
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Figura 10 Aislamiento y cofirmacién de clonas editadas (A) Mapa del gen de p/k4 silvestre y con la
edicién genémica. Se indica el tamafio y posiciones de primers de confirmacién (flechas moradas).
(B). Simulacion digital (panel izquierdo) y resultado experimental de genotipificacién (panel derecho)
(MW: Peso molecular (molecular weight por su nombre en inglés), C: Control negativo, C*: Control
positivo, 1-6: células genotipificadas) (C) Deteccion por fluorescencia de PLK4-mRuby3 en células
transfectadas con el sistema CRISPR/nCas9 en células AD293.
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6.4CRISPR/dCas9 optogenético

Uno de los objetivos de este trabajo es regular la expresion de plk4 enddgena y evaluar sus
implicaciones en la génesis de centriolos. Para lograr esto, utilizamos un sistema optogenético basado
en CRISPR/dCas9 para activar la transcripcién de genes usando luz azul como inductor (Nihongaki
et al., 2015). Nosotros ideamos un sistema de iluminacién para exponer a los cultivos a luz azul, este
sistema fue diseflado para ser impreso en 3D y mantener condiciones reproducibles de iluminacién en

los cultivos.

6.5 Iluminador de luz azul para células en cultivo

A nuestro iluminador se le llamé JoGio (“Just One Gorgeous Tllumator”, por su nombre en inglés). Esta
disefiado para ser utilizado con cajas de 35 mm y proporciona una iluminacién selectiva, es decir, la
luz azul no se filtra a otros cultivos y no permite la entrada de luz externa al cultivo. Otra ventaja de
JoGio es la capacidad de funcionar dentro de la incubadora de CO» y que no requiere ser conectado a
de luz para su funcionamiento ya que solo depende de un par de pilas AA. JoGio es modular, lo que
le permite intercambiar piezas de manera rapida y sencilla, acorde a la necesidad experimental, aunque
en este trabajo solo se usé iluminacién por luz azul, es capaz de utilizar LEDs de diferente longitud
de onda. JoGio, al ser un dispositivo que se puede imprimir en 3D, se vuelve una herramienta para

experimentos de optogenética de bajo costo y accesible para otros laboratorios a nivel mundial.

El sistema de iluminacién JoGio es modular, es decir, se pueden cambiar las secciones segun
el uso que se requiera. Se compone de dos moédulos: el superior y el inferior. En el médulo superior
se coloca el cultivo y se afsla de la luz externa por medio de una tapa; a pesar de que las células no
reciben luz exterior, no son privadas del aire presente en la incubadora debido a una trampa de luz,
que bloquea la luz exterior a la vez que permite que el cultivo intercambie gases con la incubadora
(Fig. 11 A, C). En el médulo inferior, se encuentra la fuente de luz que consiste en un LED, colocado
sobre un disipador de calor y conectado a un par de pilas alcalinas AA. El LED se posiciona en un
tubo o6ptico y es el primer impedimento para evitar que la luz del LED se filtre fuera del iluminador.
En el médulo inferior también posee una tapa y ambos médulos se unen a través de un riel (Fig. 11B,
C). El plastico mas comun utilizado para impresion 3D es PLA, sin embargo, tiende a hidratarse con
el tiempo, lo que no lo hace un buen material para su uso prolongado en la incubadora de CO», para

solucionar esto, escogimos PETG como materia prima de JoGio ya que presenta una mayor resistencia

35



ante la hidratacion (Kiveld, 2019). En conclusion, se disefié e imprimié en 3D una herramienta

modular para iluminar cultivos de células eucariontes en incubadoras de CO..
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Figura 11 Sistema de iluminacién JoGio (A) Médulo supetior de JoGio. El cultivo a iluminar se coloca
en la seccién superior. Posee un sistema de rieles para deslizar la pared y aislar el cultivo de la luz. Las
células no estan privadas del intercambio de gases, ya que el médulo superior posee una trampa de luz
que evita la incidencia de luz externa. (B) Mdédulo inferior de JoGio. En el médulo inferior se coloca
el sistema de iluminacién, en este caso es un LED montado en su disipador de calor y encendido
mediante pilas. (C) Imagenes de JoGio iluminando una caja de 35 mm.
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6.6 Evaluacion del sistema optogenético e iluminador JoGio

Dado que JoGio esta pensado para ser “budget-friendly” y sin requerir de un proveedor especializado
de piezas, decidimos evaluar dos tipos de LEDs, uno de alta (SMD 3528, 0.03W) y otro de baja
potencia (generic royal blue, 3W). El LED de alta potencia consta de una sola pieza y se puede
conseguir en cualquier tienda de electrénica, el LED de baja potencia fue extraido de una tira de LEDs
comprada en Amazon. Para demostrar que el sistema optogenético funciona en nuestras manos,
replicamos el experimento de Nihongaki y colaboradores (Nihongaki ef a/, 2015) en donde se activa
la transcripciéon por luz azul de mCherry inducible. En condiciones de obscuridad, mCherry no se
expresa y si el cultivo es expuesto a luz azul, se inducira la transcripciéon de mCherry, lo que nos
indicarfa que el sistema optogenético y el iluminador JoGio son funcionales. Los resultados
demostraron que la inducciéon de la transcripcion ocurre independientemente del tipo de LED
utilizado. Como control negativo, se utilizé un cultivo que también fue transfectado con los mismos

plasmidos, pero estuvo aislado de cualquier tipo de luz externa (Fig. 12).

‘Widefield mCherry Merge

Alta pot.

Baja pot. [

Figura 12 Evaluacién de JoGio y el sistema optogenético Todas las condiciones fueron transfectadas

con el sistema optogenético e iluminadas con JoGio con diferentes LEDs, el control negativo fue un
cultivo transfectado con todos los plasmidos pero aislado de la luz.
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Para evaluar el efecto de la potencia del LED sobre la inducciéon del gen reportero, se realizé un
estudio a nivel poblacional con un citémetro de flujo que genera una micrografia a cada evento
registrado (Amnis ImageStream Mark II). Analizamos la cantidad de células que expresaron al gen
reportero mCherry en cuatro condiciones diferentes: (7) autofluorescencia, (7) sistema optogenético
sin luz, (z) sistema optogenético con LED de alta potencia y (2) sistema optogenético con LED de
baja potencia. Cada evento detectado por el citometro puede ser una célula viva, agregados celulares

o debris celular (Fig. 13 A).

Primero filtramos la poblacion para evaluar unicamente células vivas Gnicas por evento, por lo que
se descartaron eventos con 2 o mis células y/o que se encuentre debris celulat, esto
independientemente de la fluorescencia, a la sub-poblaciéon resultante se le denominé “Células vivas”
y esta fue la analizamos en todas las condiciones experimentales mencionadas (Fig. 13 A y B). Al
analizar las micrografias del control de autofluorescencia, se detectaron valores de ~10° a ~10° de
fluorescencia lo que corresponde a los niveles basales (Fig. 13 C). El cultivo transfectado con todos
los plasmidos pero aislado de la luz, presenté un desplazamiento de la fluorescencia hacia ~10* aun
asi las micrograffas no indican la presencia de fluorescencia roja, sin embargo, en una pequefa
poblacién si presenté una fluorescencia roja muy tenue en ~10° a la cual denominamos transcripcion
de fuga debido a que no es una causa de una transcripcion robusta y se sabe que ese promotor tiene
ese comportamiento (Bender ez a/., 2006), (Fig. 13 D). Al analizar el sistema optogenético inducido
por el LED de alta potencia, se observé la aparicién de una nueva sub-poblacién cuyos valores de
fluorescencia se encuentran entre ~10°y ~10° que son positivas a una fluorescencia de mCherry
robusta, esta misma sub-poblacion se encontré en el LED de baja potencia y en ambos casos también

se mantuvieron las células no fluorescentes y con transcripcion de fuga (Fig. 13 Dy E).
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Figura 13 Efecto del tipo del LED sobre la induccién transcripcional (A) Histograma de los eventos
totales registrados, la poblacién analizada (Células redondas) y las micrografias representativas de los
eventos descartados. (B) Sub-poblacién de células redondas y microgratias representativas del tipo de
células presentes. (C, D, E y F) Condiciones de autofluorescencia, cultivo aislado de la luz e inducciéon
de mCherry por el sistema optogenético con LEDs de alta y baja potencia.
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Al analizar las proporciones de cada una de las sub-poblaciones presentes en las diferentes

condiciones, se encontrd que en el control de autofluorescencia, el 100% de los eventos no son

fluorescentes, cuando el sistema optogenético aislado de la luz, el 1.8% de las células presentaron

transcripcion de fuga y sélo el 0.1% logrd tener una fluorescencia roja robusta. El cultivo inducido

por el LED de alta potencia present6 un 2.8% de células con transcripcion de fuga y las células que se

les indujo a mCherry fue el 9.4%. En el cultivo inducido por el LED de baja potencia, el porcentaje

de las células con transcripcion de fuga y con mCherry inducidas fue de 5.1% y 10.7%, respectivamente

(Tabla 1). Se concluye que no existen diferencias entre el uso del LED de baja o alta potencia, cuando

se induce la transcripcién de genes mediante el sistema optogenético basado en CRISPR/dCas9 y el

iluminador JoGio.
Condicién Células Negativas
analizadas
Autofluorescencia 858 858 (100 %)
Sin luz 541 530 (97.9 %)
LED alta potencia 739 642 (86.8 %)
LED baja potencia 859 713 (83.0 %)

Transc. de
fuga
0 (0 %)
10 (1.8 %)
21 (2.8 %)
44 (5.1 %)

mCherry
inducidas
0 (0 %)
1 (0.1 %)
70 (9.4 %)
92 (10.7 %)

Tabla 2 Cantidad v porcentaje de células inducidas por el sistema optogenético
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6.7 Control optogenético de los niveles de plk4

Disponiendo de las herramientas para activar la expresion de genes por luz, nos planteamos inducir a
plk4 endbgena, medir la presencia de centrosomas en la célula con el marcador EGFP-Centrina y

determinar el area ocupada por los mismos.

Se evalu6 si los cultivos autofluorescen bajo las condiciones de deteccion de centriolos, a lo cual no
se detectd una fluorescencia verde robusta. Se determinaron los niveles basales de los centrosomas al
transfectar el cultivo sélo con el plasmido EGFP-Centrina, se encontro la formacién de microsatélites,
un fenémeno que ocurre cuando los cultivos expresan esta construccion de manera constitutiva por
largos periodos de tiempo (Marteil, Guerrero, Vieira, De Almeida, ez al., 2018), no obstante, refleja los
niveles basales de los centrosomas bajo nuestras condiciones experimentales. Procedimos a evaluar el
efecto de inducir a p/k4 enddgena con luz azul, como control negativo, se utiliz6 un cultivo que
expresaba el sistema optogenético que fue aislado de cualquier fuente de luz. La induccién fue llevaba
a cabo por los LEDs de alta y baja potencia, en ambas condiciones se encontraron centrosomas de

mayor tamafno (Fig. 14A).

Se hizo una medicién del area que ocupaban los centrosomas. En la expresion basal y en ausencia
de luz, el area de los centrosomas resultd ser muy similar (1.30 y 1.27 px’, respectivamente). El cultivo
que fue inducido con el LED de alta potencia generd centrosomas que ocupaban una mayor area (2.5
px’), seguido de LED de baja potencia (1.97 px°), ambos fueron mayores a los controles, pero sélo el
LED de alta potencia indujo un cambio significativo (p < 0.05, n = 9) con respecto a la expresion
basal y en ausencia de luz (Fig. 17B). Se concluye que el sistema optogenético indujo la transcripcion

del gen de plk4 1o que result6 en la amplificacioén de los centrosomas

42
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B

*

*

Figura 14 Induccién de plk4 con el sistema optogenético (A) Visualizacion de centrosomas con el
marcador Centrina-EGFP en cultivos inducidos por el sistema optogenético y controles de
autofluorescencia y expresién basal. Barra de escala: 20 um y en centrosomas 2 um. (B) Area de los
centrosomas en las condiciones descritas en (A). Andlisis estadistico ANOVA (p < 0.05).




7.

Conclusiones

» Se construy6 el DNA donador pata el knock-in de mRuby3 en el 3" de plk4.

» No se logré obtener la linea celular plkd-mRuby3 *'*

» Elsistema optogenético basado en CRISPR/dCas9 (Nihongaki ¢# a/., 2015) fue estandarizado
en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada.

» Eliluminador JoGio fue disefiado, impreso en 3D y evaluado.

» En conjunto con los plasmidos del sistema optogenético, se logré inducir la transctipcién por
luz azul.

» JoGio en conjunto con el sistema optogenético, es funcional con LEDs de alta y baja potencia.

» La activacién de la transcripcion de plk4 enddgena por el sistema optogenético generd

centrosomas de mayor tamano.

Perspectivas

» Obtener la linea celular p/k4-mRuby3 por CRISPR/Cas9 y bajo una presion de seleccion para
eliminar a las células no transfectadas.

» Generar una linea celular que exprese a nivel genémico el ancla y el activador del sistema
optogenético.

» Implementar circuitos electronicos a JoGio (e.g. Arduino/Raspberty) para generar patrones de
iluminacién y/o activatlo remotamente.

» Medir los niveles de mRNA de p/k4 cuando se induce la transcripciéon por el sistema
optogenético.

» Regular la expresion de proteinas centrosomales, y evaluar su impacto en la fisiologia de los

centriolos.
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10. Material Suplementario

10.1 Construccion del plasmido PLK4-mRuby3

10.1.1 Sintesis de amplicones A, B, Cy D

Fragmento A (896 pb)

Primer
TialOut/F
AR

Reactivo
Buffer HF 5X
ddH.O
dNTPs 10 mM
Primer fw 10 pM
Primer rv 10 pM
DNA molde
Phusion DNA pol

Secuencia (5'- 3)

CGTGTGTTGTATTCGCCGTGGAAGAGGTTGGGTTCCTTGTAGC

CAGGTGTGGTGGCGTATG
Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

10.0 98.0 120 1
32.5 98.0 10

1.0 63.4 30 24
2.5 72.0 28

2.5 72.0 600 1
1.0 4.0 10 1
0.5 4.0 ) -
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Fragmento B (350 pb)

Primer
NewB/F
NewB/R

Reactivo
Buffer HF 5X
ddHO
dNTPs 10 mM
Primer fw 10 pM
Primer rv 10 pM
DNA molde
Phusion DNA pol

Fragmento C (823 pb)

Primer

Secuencia (5'- 3")
GCATACGCCACCACACCTGACGAAGCCAGTTCAAGTTTATC
GCTACCACCACCATGAAAATTAGGAGTCGGATTAGA

Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
10.0 98.0 120 1
32.5 98.0 10
1.0 60.6 30 30
25 72.0 30
2.5 72.0 600 1
1.0 4.0 10 1
0.5 4.0 0 -

Secuencia (5'- 3")

NewC/F CCTAATTTTCATGGTGGTGGTAGCGGCGGTGGCAGCGAACAAAAACTCATCTCAGAAG

NewC/R GGAGTTTTAATCAATGCTTGTACAGCTCGTCCATGC

Reactivo
Buffer HF 5X
ddHO
dNTPs 10 mM
Primer fw 10 pM
Primer rv 10 pM
DNA molde
Phusion DNA pol

Volumen (pl) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

10.0 98.0 120 1
325 98.0 10

1.0 60.9 30 24
25 72.0 14

25 72.0 600 1
1.0 4.0 10 1
0.5 4.0 el -
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Fragmento D (1298 pb)

Primer
NewD/F
TiallOut/R

Reactivo
Buffer HF 5X
ddHO
dNTPs 10 mM
Primer fw 10 pM
Primer rv 10 pM
DNA molde
Phusion DNA pol

Secuencia (5'- 3")
GCTGTACAAGCATTGATTAAAACTCCTTTCAGACA
GTATGTCGGGAACCTCTCCAGGCGCATGTTCTCATTCATAAGTGG

Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

10.0 98.0 120 1
32.5 98.0 10

1.0 65.0 30 30
25 72.0 60

2.5 72.0 600 1
1.0 4.0 10 1
0.5 4.0 0 -

10.1.2 Sintesis de fragmentos AB, CD y ABCD

Para realizar la unién de los fragmentos, primero se hace una PCR sin primers para que los fragmentos, al tener

secuencias complementarias entre ellos, funcionen como cebadores de la PCR. Esto da como resultado la sintesis

de los fragmentos de interés, pero no una amplificaciéon exponencial. Para poder aumentar la concentracién del

amplicon de interés, se afiaden los primers mas externos al mismo tubo de PCR, de esa manera ocurre una PCR de

punto final. Para mas detalle de la técnica, revisar (Wineskog and Bjerling, 2014).

Fragmento AB (1258 pb)

Primer
TialOut/F
NewB/R
Reaccion
Reactivo Volumen ()
Buffer HF 5X 10.0
ddH,O Aforado a 45
dNTPs 10mM 1.0
Frag. A 0.1 pmol
Frag. B 0.1 pmol
Phusion DNA pol 0.5

Secuencia (5'- 3)
CGTGTGTTGTATTCGCCGTGGAAGAGGTTGGGTTCCTTGTAGC
GCTACCACCACCATGAAAATTAGGAGTCGGATTAGA

PCR sin primers PCR con primers
Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
98.0 30 1 98.0 30 1
98.0 10 98.0 10
66.4 30 10 60.6 30 15
72.0 68 72.0 68
72.0 600 1 72.0 600 1
4.0 10 1 4.0 10 1
4.0 o - 4.0 s )
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Fragmento CD (2095 pb)

Primer Secuencia (5’- 3")
NewC/F CCTAATTTTCATGGTGGTGGTAGCGGCGGTGGCAGCGAACAAAAACTCATCTCAGAAG
TiallOut/R = GTATGTCGGGAACCTCTCCAGGCGCATGTTCTCATTCATAAGTGG

Reaccion PCR sin primers PCR con primers
Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer HF 5X 10.0 98.0 30 1 98.0 30 1
ddH20 Aforado a 45 98.0 10 98.0 10
dNTPs 10mM 1.0 64.0 30 10 60.9 30 10
Frag. A 0.1 pmol 72.0 92 72.0 92
Frag. B 0.1 pmol 72.0 600 1 72.0 600 1
Phusion DNA 0.5 4.0 10 1 4.0 10 1
pol
4.0 o - 4.0 o
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Fragmento ABCD (3329 pb)

Primer Secuencia (5'- 3")
TialOut/F CGTGTGTTGTATTCGCCGTGGAAGAGGTTGGGTTCCTTGTAGC
TiallOut/R GTATGTCGGGAACCTCTCCAGGCGCATGTTCTCATTCATAAGTGG
Reaccion PCR sin primers PCR con primers
Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer HF 5X 10.0 98.0 30 1 98.0 30 1
ddH20 Aforado a 45 98.0 10 98.0 10
dNTPs 10mM 1.0 64.5 30 10 64.5 30 15
Frag. A 0.1 pmol 72.0 130 72.0 130
Frag. B 0.1 pmol 72.0 600 1 72.0 600 1
Phusion DNA 0.5 4.0 10 1 4.0 10 1
pol
4.0 0 - 4.0 0

10.1.3 Clonacién de PLK4-mRuby3 por CPEC

CPEC es una técnica para clonacién independiente de ligasa (Quan and Tian, 2014). Se basa en el principio de OE-

PCR en donde secuencias complementarias funcionan como primers, en este caso es el inserto que tiene
secuencias complementarias a un vector previamente linealizado. Para este plasmido se linealizé el vector
“sgRNA1_Tet-inducible Luciferase reporter ” que funcionard como backbone. El vector fue purificado de gel y

utilizado para la reaccién de CPEC para la clonacién del fragmento ABCD.

Linealizacién de “sgRNA1_Tet-inducible Luciferase reporter” (Addgene #64161) (2424 pb)

Primer Secuencia (5'- 3)

TiallBB/F CCACGGCGAATACAACACACGTACAGCACATCCCCCTTTCG
TiallBB/R CCTGGAGAGGTTCCCGACATACCGGGATAACGCAGGAAAGAAC

Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer 10.0 98.0 120 1
ddH»0 32.5 98.0 10
dNTPs 1.0 65.0 30 24
Primer fwd 2.5 72.0 105
Primer rvs 2.5 72.0 600 1
DNA molde 1.0 4.0 10 1
Phusion DNA pol. 0.5 4.0 0 -
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Ligacién mediante CPEC de pDTA-TK con PLK4-mRuby3

Para la ligacién por CPEC, no se requieren primers, sélo el vector linealizado y el inserto.

Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer 10.0 98.0 30 1
ddH2O Aforado a 50 98.0 10
dNTPs 1.0 64.5%* 30 10
pDTA-TK 0.1 pmol 72.0 144
Frag. ABCD 0.1 pmol 72.0 600 1
Phusion DNA pol. 0.5 4.0 10 1

4.0 0 -

*¥Rampa de enfriamiento de 0.1 °C/s

Al terminar la reaccién, se tomaron 2.4 ul de la reaccién de CPEC y se llevé a cabo la transformacion bacteriana

10.1.4 Secuenciacion de PLLK4-mRuby3

Se mandé a secuenciar el fragmento de PLK4-mRuby3 con los siguientes primers:

Primer Secuencia (5'- 3")
PLK4-mMR3 Sq1/R GCAAATAAAATGTCAACATGTATCC
PLK4-mMR3 Sq2/F TGGGTAAAACCCTTGTTCC
PLK4-mMR3 Sq2/R ATGTCAGTGTATCCTCTCAGACC
PLK4-mMR3 Sq3/F CAGGACACCAGCCTTGAG
PLK4-mMR3 Sq3/R CCCACAAAAACACATGGAC
PLK4-mMR3 Sq4/F AGTTCTGGGTTACATGTGCAG

Se muestran las regiones utilizadas para el OE-PCR entre los fragmentos AB, BC y CD (Fig. S1A). En las regiones
de sobrelape no se presentaron mutaciones. En el resto de los resultados de secuenciacién no se encontraron
mutaciones a excepcién de una isla de poly(T) que carece nuestro amplicoén carece con respecto al genoma de
referencia de Homo Sapiens (Fig. S1B) (GRCh38.p13). Debido a que falta un fragmento de gran tamafio, es poco
probable que la mutacién haya sido causada por la DNA polimerasa, mas bien es una secuencia isogénica de la linea

celular utilizada en este trabajo.
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A

NewB/F NewD/F
[GCATACGCCACCACACCTGacgaagccagttcaagtttatc [octgtacaagcattgattaaaactcctitcagaca)
agBCATACGCCACCACACCTBacgaagccagttcaagtttatcta ggtggcatggacgagctgtacaageattgatt tttcagacatata
: ; > y h '

tcCGTATGCGGTGGTGTGGACt gctteggtcaagttcaaatagat ccaccgtacctgctcgacatgttegtaactaattttgaggaaagtctgtatat
230 235

Gy Gy Met Asp Glu Leu Tyr lys Hs @
w.. T

Egé:cctgctcgacatgttcgtaactaa[[ttgagm

NewC/R
agBCATACGCCACCACACCTGacgaagcecagttcaagtttatcta ggtggcatggacgagetg gcattgat cctttcagacatata
:AGGCATACGCCACCACACCTGACGAAGCCAGTTCAAGTTTATCTA GGTGGCATGGACGAGCTGTACAAGCATTGATTAAAACTCCTTTCAGACATATA

NewC/F
|cctaattttcatggtggtggtagcggcggtggcagcgaacaaaaactcatctcag?&
ttttctaatccgactcctaattttcatggtggtggtageggcggtggcagecgaacaaaaactcatctcagaagAGGATCTGGGC6AAGATCCGATG6TGagcaaaggcgaagaagtgtetaag
: n H : . r : H H r r :

t + + + + t } t + t t +
aaaagattaggctgaggattaaaagtaccaccaccatcgccgecaccgtcgettgtttttgagtagagtcttcTCCTAGACCCGCTTCTAGGCTACCACtcgtttccgettcttcacagattce

PLK4

925 1 s 1 5 10 s 10 15
Phe Ser Asn Pro Thr Pro_Asn Phe Hs Gy Gy Gy Ser Gl Ser Glu Gin Lys Leu le Ser Giu Glu Asp Leu Gly Glu Asp Pro Met Val Ser lys Gy Gu Gl Val Ser [y
ﬂﬂmﬂﬂl Linker =iy |

Qg{taggctgag_ga[taaaagtaccaccaccatcg]

NewB/R

ttttctaatccgactcctaattttcatggtggtggtageggeggtggcagcgaacaaaaactcatctcagaagAGGATCTGGGCGAAGATCCGATG6TGagcaaaggcgaagaagtgtetaag
TTTTCTAATCCGACTCCTAATTTTCATGGTGGTGGTAGCGGCGGTGGCAGCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGGGCGAAGATCCGATGGTGAGCAAAGGCGAAGAAGTGTCTAAG

oo e oo g

QCttttttttttttttttttsttttttttt?tttttga

T T T
Cgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaact

PLK4 —

gettttttttttttttttttttttttttttttttttga
GCTTTTTTTTTTTTTITTITTI TR memmmmm======-GA

e I

Figura S1 Secuenciaciéon de PLK4-mRuby3 (A) Izq: Regién de unién del fragmento A con B. Der:
Region de unién del fragmento B con C. Abajo: Region de unién del fragmento C con D. (B)
Secuencia rica en timinas que carece nuestro DNA donador y que si se encuentra presente en el
genoma de referencia (GRCh38.p13).
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10.2 Construccion de OPT-PLK4

10.2.1 Eleccion de seRNAs v clonacion en vector AIO-GFEP

Los espaciadores se escogieron en http://ctispr-era.stanford.edu/ y corresponden a las siguientes

secuencias:

e 5 —GAGAGTTTAGTTCGGGCGGG -3
e 5 — ATCCTGTACTAGATCTATAC -3’

Estos se clonaron segun la seccion Cambio de sgRINA descrita en materiales y métodos de este
trabajo. Dado que las secuencias de los sgRNAs en el plasmido AIO-GFP se encuentran adyacentes
al origen replicacion y al gen de resistencia contra ampicilina, se optd por amplificar esas secuencias
en un mismo amplicén. Para generar un plasmido a partir de DNA lineal, se usé un fragmento del
vector sgRNA1_Tet-inducible Luciferase reporter (Addgene #64161) que funcioné como “puente”
entre los extremos del amplicon que contiene a los sgRNAs. La ligacién del amplicon con los
sgRINAs y la secuencia puente se hizo por CPEC (Quan and Tian, 2014). Los sgRNAs se mandaron

a secuenciar (Fig. S2)

10.2.2 Amplificacién de sgRNAs, origen de replicacion y gen de resistencia contra
ampicilina (2,883 pb)

Primer Secuencia (5'- 3)

sgOUT/F CCATTCAGGCTGTCAGGTGGCACTTTTCG
sgOUT/R GTCCACGGCATATGATACACTTGATGTACTG

Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos
Buffer 10.0 98.0 120 1
ddH»0 32.5 98.0 10
dNTPs 1.0 61.6 30 15
Primer fwd 25 72.0 120
Primer tvs 25 72.0 600 1
DNA molde 1.0 4.0 10 1
Phusion DNA pol. 0.5 4.0 0 -
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Amplificacién de secuencia puente para generar al plasmido (329 pb)

Primer Secuencia (5’- 3")
sgIN/F AAGTGTATCATATGCCGTGGACTCCAACGTCAAAGG
sgIN/R CACCTGACAGCCTGAATGGCGAATGG
Reactivo Volumen (ul) Temperatura (°C) Tiempo (s) Ciclos

Buffer 10.0 98.0 30 1

ddHO Aforado a 50 98.0 10

dNTPs 1.0 63.3%* 30 10

pDTA-TK 0.1 pmol 72.0 50

Frag. ABCD 0.1 pmol 72.0 600 1

Phusion DNA pol. 0.5 4.0 10 1
4.0 o0 -

*¥Rampa de enfriamiento de 0.1 °C/s

Al terminar la reaccién, se tomaron 2.4 ul de la reaccién de CPEC y se llevé a cabo la transformacion bacteriana.

Se

accygGAGAGTTTAGTTCGGGCGGGQtLLtL accgATCCTGTACTAGATCTATACgtTtt

ACCGGAGAGTTTAGTTCGGGCGGGGTTT ACCGATCCTGTACTAGATCTATACGTTT

250 260 27(

Figura S2 Secuenciacién de sgRNAs usados para la induccién de pik4. Se muestran los
cromatogramas de los sgRNAs que dirigirin al sistema optogenético para la estimulacién
transcripcional de p/k4.
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10.3 Plasmidos

10.3.1 AIO-GFP (Addgene #74119)

| gRNA scaffold!

9RNA SCaffy,

chicken B-actin promoter

‘ AIO-GFP
9740 bp

AAV2 TTRI— |

gaggocctatttcccatgattecttcatatttgeatatacgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatattagta
caaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttggotagtttocagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaacttgaaagtattt
cgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccggggtcttcggatccatgecgaagacctgttttagagctagaaatagcaagttaaaata
aggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtocttttttgttttagagetagaaatageaagttaaaataaggctagtecgtttttageg
cgtgcgeeaattctgecagacaaatggetctagattaaccctcactaaagggaaagetcggocaggaagaggocctatttcccatgattectteatatttg
catatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataattectt
gootagtttocagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtgoaaagea
cgaaacaccgggagaccatcgatgagaggotctcagttttagagetagaaatagcaagttaaaataaggctagtecgttatcaacttgaaaaagtggoc
accgagtcggtgctttttttttctatagtgtcacctaaattgcagetctggeccgtgtctcaaaatctctggtaccegttacataacttacggtaaatggec

cgcctggetgaccgeccaacgacccccgeccattgacgtcaatagtaacgecaatagggactttecattgacgtcaa agtatttacggtaa
geetggetgaceg & geeceattg tagtaacg gggactttccattgacgtcaatgggtogagtatttacgg
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actgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattgtgcccagtac

atgaccttatggeactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgetattaccatggtcgaggtgagecccacgttetgettcactctecceate

tccccccectecccacceccaattttgtatttatttattttttaattattttgtocagegatgeooocgooooooooooo000ococgCcgCcagecgsy
gCgEOOCIITOCTATTTICITTICLTTICLALOCIIATALITOCIOCIICAgCCaatcagagcggcgcectecgaaagtttecttttatgecg
agECgeCcgocgocgocgeccctataaaaagcgaagcgcgcgecggocggoagtcgctgcgacgetgecttcgeccegtgccccgetecgecgc
cgcctegegecgeccgecccggctetgactgaccgegttactcccacaggtgagegeocggoacggcccttctcctecgggctgtaattagetgag
caagaggtaaggotttaaggoatggttoottgotooootattaatgtttaattacctggageacctgectgaaateactttttttcaggttggaccggtac
caccatggactataaggaccacgacggagactacaaggatcatgatattgattacaaagacgatgacgataagatggccccaaagaagaageggaa
ggtcggtatccacggagtcccageagecgacaagaagtacageatcggectggecatcggeaccaactctgtggoctggoccgteatcaccgacga
gtacaaggtgcccageaagaaattcaaggtoctgggcaacaccgaccggeacageatcaagaagaacctgatcggagecctgetgttcgacagegg
cgaaacagccgaggccacccggctgaagagaaccgecagaagaagatacaccagacggaagaaccggatctgctatctgcaagagatcttcagea
acgagatggccaaggtggacgacagettcttccacagactggaagagtecttcctggtggaagageataagaagcacgagcggcaccecatcttcg
gcaacatcgtggacgaggtoocctaccacgagaagtaccccaccatctaccacctgagaaagaaactggtogacageaccgacaaggecgacctg
cggctgatctatctggecctggeccacatgatcaagttccgggoccacttcctgatcgagggcgacctgaaccccgacaacagegacgtggacaag
ctgttcatccagetggtgcagacctacaaccagetgttcgaggaaaaccccatcaacgccageggegtggacgecaaggccatectgtetgecagac
tgagcaagagcagacggctggaaaatctgatcgeccagetgeccggegagaagaagaatggectgttcggeaacctgattgeectgagectgggcc
tgacccccaacttcaagageaacttcgacctggecgaggatgecaaactgeagetgageaaggacacctacgacgacgacctggacaacctecteg
cccagatcggegaccagtacgecgacctgtttectggccgecaagaacctgtccgacgecatectgetgagegacatcctgagagtgaacaccgagat
caccaaggcccccctgagegectctatgatcaagagatacgacgageaccaccaggacctgaccctgetgaaagetctegtgeggcageagetgec
tgagaagtacaaagagattttcttcgaccagagcaagaacggctacgecggetacattgacggeggagecagecaggaagagttctacaagttcatc
aagcccatcctggaaaagatggacggeaccgaggaactgctcgtgaagctgaacagagaggacctgctgcggaageageggaccttcgacaacgg
cagcatcccccaccagatccacctgggagagetgcacgecattctgegecgocaggaagatttttacccattcctgaaggacaaccgggaaaagatc
gagaagatcctgaccttccgeatcecctactacgtgggccctetggecaggggaaacageagattcgectggatgaccagaaagagcgaggaaace
atcaccccctggaacttcgaggaagtggtooacaagggcgcttccgeccagagetteatcgageggatgaccaacttcgataagaacctgeccaacg
agaaggtgctgcccaageacagectgctgtacgagtacttcaccgtgtataacgagetgaccaaagtgaaatacgtgaccgageoaatgagaaagcc
cgccttectgageggcgageagaaaaaggecatcgtggacctgctgttcaagaccaaccggaaagtgaccgtgaageagetgaaagaggactactt
caagaaaatcgagtgcttcgactccgtggaaatctccggegtggaagatcggttcaacgectccctgggeacataccacgatctgetgaaaattatca
aggacaaggacttcctggacaatgaggaaaacgaggacattctggaagatatcgtgctgaccetgacactgtttgaggacagagagatgatcgagga
acggctgaaaacctatgeccacctgttcgacgacaaagtgatgaageagctgaagcggeggagatacaccggrtggoocagectgagccggaagc
tgatcaacggcatccgggacaageagtccggeaagacaatectggatttectgaagtccgacggcttcgecaacagaaacttcatgeagetgatcea

cgacgacagcctgacctttaaagaggacatccagaaageccaggtotccggecagggcgatagectgeacgageacattgecaatctggecggcag

ccccgecattaagaagggcatcctgeagacagtgaagotgotogacgagetcgtgaaagtgatggoccggcacaageccgagaacatcgtgatcga
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aatggccagagagaaccagaccacccagaagggeacagaagaacagecgcgagagaatgaageggatcgaagageocatcaaagagctggocag
ccagatcctgaaagaacaccccgtggaaaacacccagetgeagaacgagaagetgtacctgtactacctgecagaatggocgggatatgtacgtgga

ccaggaactggacatcaaccggetgtecgactacgatgtggaccatatcgtgectcagagetttctgaaggacgactccatcgacaacaaggtoctga
€Cagaagegacaagaaccggoocaagagcgacaacgteccctccgaagagatcgtgaagaagatgaagaactactggcggcagetgetgaacgce

caagctgattacccagagaaagttcgacaatctgaccaaggecgagagaggcggcctgagegaactggataaggccgecttcatcaagagacaget
gotgoaaacccggeagatcacaaageacgtggcacagatectggactcecggatgaacactaagtacgacgagaatgacaagetgatccgggaagt
gaaagtgatcaccctgaagtccaagetggtatecgatttccggaaggatttccagttttacaaagtgegegagatcaacaactaccaccacgeccacg
acgcctacctgaacgecgtcgtgggaaccgecctgatcaaaaagtaccctaagetggaaagegagttcgtgtacggegactacaaggtgtacgacgt

gcggaagatgatcgccaagagcgagcaggaaatcggcaaggctaccgccaagtacttcttctacagcaacatcatgaactttttcaagaccgagatta

ccctggecaacggegagatccggaageggcctctgatcgagacaaacggcgaaaccgggoagatcgtotogoataaggoccggaattttgccace
gtgcggaaagtgctgageatgecccaagtgaatatcgtgaaaaagaccgaggtgcagacagecgecttcagcaaagagtctatcctgeccaagage
aacagcgataagctgatcgccagaaagaaggactggoaccctaagaagtacggeggcttcgacagecccaccgtggcctattetgtectgotooto
ccaaagtggaaaagggcaagtccaagaaactgaagagtotoaaagagctgctgggoatcaccatcatggaaagaageagettcgagaagaatceca
tcgactttctggaagccaaggoctacaaagaagtgaaaaaggacctgatcatcaagetgcctaagtactecctgttcgagetggaaaacggecggaa
gagaatgctggectctgecggcgaactgeagaagggaaacgaactggecctgecctecaaatatgtgaacttectgtacctggecageeactatgag
aagctgaaggectcccccgaggataatgageagaaacagetgtttgtggaacageacaageactacctggacgagatcatcgageagatcagegag
ttctccaagagagtgatcctggccgacgetaatctggacaaagtectgtecgectacaacaageaccgggataageccatcagagagcaggecgag

aatatcatccacctgtttaccctgaccaatctgggageccctgecgecttcaagtactttgacaccaccatcgaccggaagaggtacaccageaccaa

agaggtoctggacgccaccctgatccaccagageatcaccggectgtacgagacacggatcgacctgtetcagetgeoagocgacaaaaggccgg
cggceacgaaaaaggecggecagecaaaaaagaaaaaggaattcggcagtoggagagoocagagoaagtctgctaacatgeggtgacgtcgagga
gaatcctggeccagtgageaaggecgaggagctgttcaccggggtgotocccatectggtegagetggacggcgacgtaaacggecacaagttcag
cgtgtcecggegagggcgaggocgatgccacctacggeaagetgaccctgaagttcatctgeaccaccggeaagetgeecgtgecctggeccaccct
cgtgaccaccctgacctacggegtgcagtgcttcagecgetaccccgaccacatgaageageacgacttcttcaagtccgecatgeccgaaggctac
gtccaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgegecgaggtoaagttcgaggocgacaccctggtgaaccgeatcga
gctgaaggocatcgacttcaaggaggacggeaacatcctggogcacaagetggagtacaactacaacagecacaacgtctatatcatggecgacaa
gcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggragegtgcagetcgecgaccactaccageagaacacceeca
tcggegacggecccgtgctgetgeccgacaaccactacctgageacccagtccgecctgageaaagaccccaacgagaagegegatcacatggte
ctgctggagttcgtgaccgeecgecgggatcactctcggeatggacgagetgtacaaggaattctaactagagetcgetgatcagectcgactgtgect
tctagttgccagecatctgttgtttgcccctcccccgtgecttecttgacectggaagatgccactcccactgtectttectaataaaatgaggaaattge
atcgcattgtctgagtaggtoteattctattctgggeootogootogooocaggacagcaaggggoagoattggoaagagaatagcaggcatgctggeg
gagcggccgeaggaaccectagtgatggagttgoccactcectctctgegegetegetegeteactgaggccgggocgaccaaaggtcgeccgacy
ccegggctttgeccgggcggccteagtgagegagegagegegragetgectgeagggocgectgatgeggtattttctecttacgeatetgtgeggat
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atttcacaccgcatacgtcaaagcaaccatagtacgcgeectgtageggcgeattaagegegecggototootoottacgcgeagegtgaccgetac
acttgccagegeectagegeecgetectttegetttettececttectttetcgecacgttcgecggetttccecgtcaagetctaaatcgggooctecctt
taggottccgatttagtgctttacggeacctcgaccccaaaaaacttgatttggotoatgattcacgtagtggoccatcgecctgatagacggtttttcge
cctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggectattettttgatttataaggoatttt
gccgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaattttatggtgcactctcagt

acaatctgctctgatgecgeatagttaagecagecccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacggecttgtetgctececggeatecgcett

acagacaagctgtgaccgtctecgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegagacgaaagggcctegtgatacgect
atttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgtttattrttctaaatac

attcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtegecctta
ttcccttttttgeggcattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtoaaagtaaaagatgctgaagatcagttggotocacgagtggottaca
tcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagttctgetatgtggcgeggta
ttatcccgtattgacgecgggcaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttoagtactcaccagtcacagaaaageatctt

acggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaa
ggagctaaccgcttttttgcacaacatggggoatcatgtaactcgecttgatcgttggoaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegty
acaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaactattaactggegaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatgg
aggcggataaagttgcaggaccacttctgegetcggeccttccggetggctggatttattgctgataaatctggagecggtoagegtagaagecgeggt
atcattgcagcactgggoccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagat
cgctgagataggtocctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaagga
tctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatct

tcttgagatcctttttttctgegegtaatctgctgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttotttoccggatcaagagetaccaactctt
tttccgaaggtaactggcttcagcagagcgeagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgtageaccg

cctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggata

aggcgcageggtcggoctgaacgggooottcgtgcacacagcccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetat
£2g222gCgCcacgcttcccgaaggeagaaagecggacaggtatccggtaagcggerageotcgeaacaggagagcecacgagggagcttccag
ggooaaacgectggtatctttatagtcctgtegggtttcgccacctetgacttgagegtegatttttgtgatgctegtcaggeooocggagectatggaa
aaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgetgeccttttgetcacatgt
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10.3.2 AIO-PIL.LK4 (Sintetizado para este trabajo)

Z
U %,

9RNA scafrey,  or or»‘ ?

Ot@ﬁ

chicken B-actin promoter!

AIO-PLK4
9729 bp

AAV2 TTR—

gaggocctatttcccatgattecttcatatttgeatatacgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatattagta
caaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttggotagtttocagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtattt
cgatttcttggctttatatatcttgtgeaaaggacgaaacaccgATTAACCACCGCGCCTGTCC Cgttttagagctagaaatagcaag
ttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagteggtocttttttgttttagagetagaaatageaagttaaaataaggctagtecgt
ttttagcgegtgcgecaattctgecagacaaatggctctagattaacccteactaaagggaaaggteggocaggaagagoocctatttcceatgattect
tcatatttgcatatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaa
taatttcttgggtagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgte
gaaaggacgaaacaccgGCACTTTGGGAGGCCAAGGGgttttagagetagaaatagcaagttaaaataaggctagteegttat
caacttgaaaaagtggcaccgagteggtoctttttttttctatagtgtcacctaaattgeagetctggeccgtgtetcaaaatetetggtaccegttacata
acttacggtaaatggcccgectggetgaccgeccaacgacceccgeecattgacgteaatagtaacgecaatagggactttecattgacgtcaatgeg
tggagtatttacggtaaactgcccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgecaagtacgecccctattgacgtcaatgacggtaaatggeccgecty

gcattgtgcccagtacatgaccttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtcgaggtgagccccac gttCt
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gcttcactctccccatctccccceccctccccacceccaattttgtatttatttattttttaattattttgtgcagegatggooocggogoooooooooooa
CgCCCraggereegeceagecegeacsageagraegeceagecgaggrgeagagargcggrgecageraatcagageggegcgetecgaa
agtttccttttatggcgagecgocggcgacggcggccctataaaaagcgaagcgcgcgecgoocgooagtegctgcgacgctgccttcgeccegt
gceccgetecgecgecgectcgegecgeccgecccggetetgactgaccgegttactcccacaggtgageggacgggacggcccttctectccgg
gctgtaattagctgagcaagaggtaagggotttaaggoatggttoottgotooootattaatgtttaattacctggageacctgectgaaatcacttttttte
aggttgoaccggtgccaccatggactataaggaccacgacggagactacaaggatcatgatattgattacaaagacgatgacgataagatggeecca
aagaagaagcggaaggtcggtatccacggagtcccageagecgacaagaagtacageatcggectggecatcggeaccaactctgtggactgeoc
cgtgatcaccgacgagtacaaggtgcccageaagaaattcaaggtgctggocaacaccgaccggeacageatcaagaagaacctgatcggagecect
gctgttcgacageggrgaaacagecgaggecacccggctgaagagaaccgecagaagaagatacaccagacggaagaaccggatctgetatctge
aagagatcttcagcaacgagatggccaaggtgoacgacagettcttccacagactggaagagtecttectggtgoaagagoataagaagcacgage
ggcaccccatcttcggeaacatcgtggacgaggtgocctaccacgagaagtaccccaccatctaccacctgagaaagaaactggtogacageaccg
acaaggccgacctgeggctgatctatctggecctggeccacatgatcaagttccggggccacttcctgatcgagggcgacctgaaccccgacaacag
cgacgtggacaagctgttcatccagetggtgcagacctacaaccagetgttcgaggaaaaccccatcaacgecageggcgtogacgecaaggccat
cctgtctgecagactgagcaagageagacggctggaaaatctgatcgeccagetgeccggegagaagaagaatggcctgttcggeaacctgattge
cctgagectggocctgacccccaacttcaagageaacttcgacctggecgaggatgecaaactgecagetgageaaggacacctacgacgacgacct
ggacaacctgctggeccagatcggcgaccagtacgecgacctgtttctggecgecaagaacctgtccgacgecatectgetgagegacatectgag
agtgaacaccgagatcaccaaggcccccctgagegectctatgatcaagagatacgacgageaccaccaggacctgaccctgetgaaagetetegt
gcggcageagetgcctgagaagtacaaagagattttcttcgaccagagcaagaacggetacgecggetacattgacggeggagecagecaggaag
agttctacaagttcatcaagcccatcctggaaaagatggacgocaccgageaactgctcgtgaagetgaacagagageacctgctgeggaagcage
ggaccttcgacaacggeageatcccccaccagatccacctgggagagctgeacgecattctgegecgecaggaagatttttacccattcctgaagoa
caaccgggaaaagatcgagaagatcctgaccttccgeatccectactacgtgggccctetggecaggggaaacageagattcgectggatgaccag
aaagagcgaggaaaccatcaccccctggaacttcgageaagtogtogacaagggcgcttccgeccagagettcatcgagegeatgaccaacttcga
taagaacctgcccaacgagaaggtgctgeccaageacagectgetgtacgagtacttcaccgtgtataacgagetgaccaaagtgaaatacgtgacce
gaggoaatgagaaagcccgecttcctgageggcgageagaaaaaggecatcgtggacctgctgttcaagaccaaccggaaagtgaccgtgaagea
gctgaaagaggactacttcaagaaaatcgagtgcttcgactccgtggaaatctccggegtggaagatcggttcaacgectecctggecacataccacg
atctgctgaaaattatcaaggacaaggacttcctggacaatgaggaaaacgaggacattctggaagatatcgtgctgaccetgacactgtttgagoaca
gagagatgatcgaggaacggctgaaaacctatgeccacctgttcgacgacaaagtgatgaagcagetgaagcggerggagatacaccggctggeoc
aggctgagecggaagctgatcaacggeatccgggacaageagtecggeaagacaatcctggatttectgaagtccgacggcttcgecaacagaaac
ttcatgcagctgatccacgacgacagectgacctttaaagaggacatccagaaageccaggtotccggecaggocgatagectgeacgageacattg
ccaatctggecggeagecccgecattaagaagggocatcctgeagacagtgaaggtgotooacgagetcgtgaaagtgatggoccggcacaagecc
gagaacatcgtgatcgaaatggecagagagaaccagaccacccagaageoacagaagaacagecgegagagaatgaageggatcgaagaggoca

tcaaagagctggocagecagatcctgaaagaacaccecgtggaaaacacceagetgeagaacgagaagetgtacctgtactacctgeagaatggoc
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gooatatgtacgtggaccaggaactggacatcaaccggctgtccgactacgatgtggaccatatcgtgectcagagetttctgaaggacgactecate
gacaacaaggtoctgaccagaagegacaagaaccgggecaagagcgacaacgtgecctccgaagaggtcgtgaagaagatgaagaactactggc
ggcagctgctgaacgccaagetgattacccagagaaagttcgacaatctgaccaaggecgagagaggecgecctgagcgaactggataaggeccggc
ttcatcaagagacagctggtggaaacccggeagatcacaaageacgtggeacagatcctggactcccggatgaacactaagtacgacgagaatgac
aagctgatccgggaagtgaaagtgatcaccctgaagtccaagetggtotecgatttccggaaggatttccagttttacaaagtgcgegagatcaacaac
taccaccacgcccacgacgectacctgaacgecgtegtggoaaccgecctgatcaaaaagtaccctaagetggaaagegagttcgtagtacggegac

tacaaggtgtacgacgtgcggaagatgatcgccaagagegageaggaaatcggcaaggctaccgecaagtacttcttctacagcaacatcatgaact

ttttcaagaccgagattaccctggecaacggegagatccggaageggcctctgatcgagacaaacggegaaaccggggagatcgtgtgooataagy
gccgggattttgeccaccgtgeggaaagtgctgageatgecccaagtgaatatcgtgaaaaagaccgaggtecagacaggeggcttcagcaaagagt
ctatcctgeccaagaggaacagegataagetgatcgecagaaagaaggactgggaccctaagaagtacggeggcttcgacagecccaccgtggect
attctgtoctggtoggtooccaaagtggaaaagggcaagtccaagaaactgaagagtgtgaaagagctgctggooatcaccatcatggaaagaagcag
cttcgagaagaatcccatcgactttctggaagecaagggctacaaagaagtgaaaaaggacctgatcatcaagetgcctaagtactccctgttcgagct
ggaaaacggccggaagagaatgctggcctctgecggcgaactgeagaagggaaacgaactggecctgecctecaaatatgtgaacttectgtacct
ggccagecactatgagaagctgaaggoctcccccgaggataatgageagaaacagetgtttogtggaacageacaageactacctggacgagateat
cgagcagatcagcgagttctccaagagagteatcctggccgacgetaatctggacaaagtgctgtccgectacaacaageaccgggataageccate
agagagcaggccgagaatatcatccacctgtttaccctgaccaatctgggageccctgecgecttcaagtactttgacaccaccatcgaccggaagag

gtacaccagcaccaaagaggtgctggacgccaccctgatccaccagagcatcaccggcctgtacgagacacggatcgacctgtctcagctgggagg

€gacaaaageccggerggeccacgaaaaaggccggccaggcaaaaaagaaaaaggaattcggcagtggagagoocagaggaagtctgctaacatge
ggtgacgtcgaggagaatcctggeccagtgageaaggocgaggagctattcaccggggtogtocccatcctggtegagetggacggcgacgtaaa
cggccacaagttcagegtgtecggegaggocgagggcgatgccacctacggeaagetgaccctgaagttcatctgeaccaccggeaagetgeecgt
geectggeccaccctegtgaccaccctgacctacggegtgcagtgcttcageecgetaccecgaccacatgaageageacgacttcttcaagtecgee
atgcccgaaggctacgtccaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggeaactacaagacccgegecgagetoaagttcgaggocgacacccty
gtgaaccgcatcgagetgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctgggocacaagetggagtacaactacaacagecacaacgtctat
atcatggccgacaagcagaagaacggeatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggeagegtgcagetcgecgaccactacca
£cagaacacccccatcggegacggecccgtgctgctgeccgacaaccactacctgageacccagtccgecctgageaaagaccccaacgagaag
cgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgecgecgggatcactctcggeatggacgagetgtacaaggaattctaactagagetcgetgatca

gcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccctggaaggtgccactcccactgtcctttcctaata

aaatgaggaaattgcatcgeattgtctgagtaggtoteattctattctgggoootooootgooocaggacagcaaggggoagoattggoaagagaat
agcaggcatgctggooagcgoccgeaggaaccectagtgatggagttgoccactccctetetgegegetegetegetcactgaggecggecgacca
aaggtcgcccgacgeccgggctttgecccgggcggccteagtgagegagegagegegcagetgectgeagggocgectgatgeggtattttctectt
acgcatctgtgcggtatttcacaccgeatacgtcaaagcaaccatagtacgegecctgtagegecgeattaagegeggcgggtotootoottacgcg

cagcgtgaccgctacacttgeccagegecctagegeccgetectttegetttettcecttectttctcgecacgttcgecggctttccecgteaageteta
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aatcgggooctccctttaggattccgatttagtgctttacggeacctcgaccccaaaaaacttgatttggotoatgottcacgtagtggeccatcgecect
gatagacggtttttcgcectttgacgttggagtccacgttetttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcgggctattcttt
tgatttataagggattttgccgatttcggectattggttaaaaaatgagetgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttacaatttt
atggtgcactctcagtacaatctgetctgatgecgeatagttaagccagecccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacggacttgtctge
tcccggeatccgcettacagacaagetgtgaccgtetecgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaaggg
cctcgtgatacgectatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttagacgtcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgt
ttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacattt
ccgtgtcgeccttattcecttttttgeggeattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttggotoc
acgagtgoottacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgecccgaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagttctg
ctatgtggcgeggtattatcccgtattgacgecgggcaagageaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttoagtactcaccagte
acagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggecaacttacttctgacaacg
atcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatggggoatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagecatacce
aaacgacgagcgtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaactattaactggcgaactacttactctagettcccggeaacaat
taatagactggatggagocgeataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttccggetgectggtttattgctgataaatctggagecggtgage
gtggaagccgeggtatcattgeageactgggeccagatggtaageccteecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggeaactatggatga
acgaaatagacagatcgctgagataggtocctcactgattaageattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttca
tttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccecgtagaa
aagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttatttgccggatca
agagctaccaactctttttccgaaggtaactggettcagcagagegeagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaag
aactctgtagcaccgectacatacctcgetctgetaatcctgttaccagtgoctgctgecagtgocgataagtegtatcttaccggattogactcaagac
gatagttaccggataaggcgeageggtcggactgaacgggooottcgtocacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatace
tacagcgtgagctatgagaaagcgccacgrttcccgaaggeeagaaagecggacagetatccggtaagcgocageotcgeaacagoagagcgcac
gaggoagcttccagggooaaacgectggtatctttatagtcctgtcggetttcgecacctctgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcagggooo
cggagcctatggaaaaacgccageaacgcggcctttttacggttectggccttttgctggecttttgctcacatgt
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10.3.3 PLLK4-HDR (Sintetizado para este trabajo)

pmpR PTO m

PLK4-HDR
5709 bp

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcageteattttttaaccaataggccgaaatcggeaaaatcccttataaatc
aaaagaatagaccgagataggottoagtottottccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaaggecgaaaaaccg
tctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggootcgaggtoccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagc

ccccgatttagagcttgacggeeaaagccggcgaacgtaecgagaaageaageoaagaaagcgaaaggagcggocgctageocectgocaagty

tagcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgtcccattcgccattcaggctgcgcaactgttggga
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aggocgatcggtocggocctettcgetattacgecagetggegaaagggeoatetectg [ACGTGTGTTGTATTCGCCGTG
Gaagaggttgggttccttgtagecttactgttccatagtgtaactcgatggectttttcagaagtaagggactcctaattctaggttcaaataatatacca
aacctatttacttaaaagaacagaaaaaagaaatctttaagatataacctgcttatttttcccaaatgaaaggctatatccccaatctaatgtaacgtgatta
atgtttgaaagacttttttgaatgtgotatattcattctatatgaaaatatgtgtcaggcaccaagecaaaaataaagaatctggeaatatgaaaaacaagga
gttatttgctttcctcatttaaatcagaacttactaaaagtagggtactgacgatgccaatgeaggcgttctettttatgagaagtecttattgtaatggaag
tacttgggacaaatataatctgtagatacctaccaactgeatttttgtgttaaatttagataatgeagtgccatcacttaaataactatgtttcaagtgagag

gctttgttaaaagctctttgaggtgctccagaaagtggaaggatgcagatgcaaagtgggotaaaacccttgttcccaggatacatgttgacattteatttg

ctatggtcatttggaaaatgttaacatttaaatagaaatatattcataatgtotttagcttgotatttttctgtagaattagooctettttteeteettttetereettet
ttttttttgagacagagtctcgetctgttgcccaggctegagttagtegtocgacttggcteactgeaacttetgectectgggttcaageagttctectec
ctcagectectgagtagetgagattacagGCATACGCCACCACACCT Gacgaagecagttcaagtttatctaattttecttetgttac

ttaaatgtgtttagaaaatggtctgttttaaaagaaaagaaactgtatgcttcacttgatttaggtatctaataaataattgttataatttttctgaggtecctet
tottattgaagaattactgaaaaatataatgtoctttttgggactctcatgagaaccaagtaattcagttacgattttgtetttttttcttttgcttcacttaggt

atggagaaaatgaaaaattaccagactacatcaaacagaaattacagtgtctgtcttccatecttttgatgttttctaatccgactcectaattttcatggtog
tggtagcgocgotogcagegaacaaaaactcatctcagaag AGGATCTGGGCGAAGATCCGATGGTGageaaaggc

gaagaagtgtctaaggocgaagagctgatcaaggaaaatatgegtatgaaggtogtcatggaaggttcggtcaacggecaccaattcaaatgeacag
gtgaagoagaaggcagaccgtacgageoagtocaaaccatgaggatcaaagtcatcgagggageaccectgccatttgectttgacattcttgecac
gtcgttcatgtatggeagecgtacctttatcaagtacccggecgacatecctgatttetttaaacagtectttectgagggttttacttgggaaagagttac
gagatacgaagatggtgoagtcgtcaccgtcacgeaggacaccagecttgaggatgecgagctegtctacaacgtcaaggtcagagegotaaacttt
ccctecaatggteecgtgatgeagaagaagaccaagggttgooagectaatacagagatgatgtatccageagatggtogtetgagaggatacactg

acatcgcactgaaagttgatggtogtogccatctgeactgeaacttcgtgacaacttacaggtcaaaaaagaccgtegggaacatcaagatgeccggt
gtccatgecgttgatcaccgectggaaaggatcgaggagagtoacaatgaaacctacgtagtgcaaagagaagtggcagttgccaaatacageaacc
ttggtootoocatggacgagctgtacaageattgattaaaactectttcagacatataagtttaataaataacttttttgttgactttcaagtaaagtgatttt

ttttaatttaacataaagtcttcagaaagcectttctatgaaagaattttaacctataatgtaaaggatgtattctgagagaacaaagcagaatgaaacttga

gtcacttactaaatatagtggatataaaatagaacacctgactttgctcttagaccataacccccgaacttactatgttcatatatttgtattgaacaatcttt
taaaagcaaaaatgtaaatgatgtotagtttatttgtocttttattgttttcectgegtctcagacatgttgagaatcatggacaaaacctgctggaattttog
aatttttgaagatgtaaataatgtotatttatgttataagtaacatatgtaaacatgtatatttgttttatatttatttttgtaacaccagtgtctgatgaaacattt
ttgcaaatgcattttataaaaaaataaatatagtgataagttacattatcttttgattcatttaattaaatacttatttttaaataacttaccagtaaactcacttt

ttaaattttgttgcctgttgagoagccaattaaattttaaatattaattttgcaaatgttaaatacattgtttctctattatctgaaaatcttggtatattttaatga
atttttttaaattatacattaagttctgggttacatgtgcagaacatgeagttttgttacataggtatacatgtgccatggtagtttgctgcacccatcaaccg
gtcacctacattaggtatttctcgtaatgttatcccteccctaacctececateccecacaggecccagtgtetgatgttccccteectaggtecatgtgttt
ttgtgootttotttttttttttttgagacagagtctcactctgtcgeccaggctggagtgcaatggeacgatctegggteactgeaacctetgectcccagg

ttcaagcgattctectgectcagectcccaagtagetggoattacaggtocatgeccaccatacccagetaatttttgtatttttagtagagatggootttcg
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ccatgttggceaggetggtettgaaccectgaccteaggteatctgeccgecttggecteccaaagtacttggattacaggeatgaggeeaccacacce
agccccatgtgttettattgttcagettccacttatgaatgagaacatgcg CCTGGAGAGGTTCCCGACATACCgggataacge
aggaaagaacatgtgagcaaaageccageaaaaggecaggaaccgtaaaaaggecgcgttoctggcgtttttccataggetecgeccecctgacga
gcatcacaaaaatcgacgeteaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegttteccecctggaagetecctegtgegetct
cctgttccgacectgecgettaccggatacctgtecgecttteteecttcggeaagegtggcgctttctecatageteacgetgtaggtatetcagttcggt
gtaggtcgttcgetecaagetgggctgtgtgcacgaaccecccgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactatcgtettgagtccaaccegg
taagacacgacttatcgccactggeageagecactggtaacaggattageagagegagetatgtagecgotoctacagagttcttgaagtggtoocct
aactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetetgctgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggeaaacaa
accaccgetggtageggtootttttttgtttgcaagcageagattacgegeagaaaaaaaggatctcaagaagatecttgatcttttctacgggetctga
cgctcagtggaacgaaaactcacgttaaggeattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatecttttaaattaaaaatgaagttttaaatc
aatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtetatttcgtteatceatagttgee
tgactccccgtegtgtagataactacgatacgggaggocttaccatctggecccagtgctgeaatgataccgegagacceacgeteaccggetccag
atttatcagcaataaaccagceagecggaaggeccgagegeagaagtgotectgcaactttatccgectecatccagtcetattaattgttgecgggaag
ctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgeaacgttgttgccattgctacaggeatcgtggtotcacgetegtegtttggtatggcttcattcaget
ccggtteccaacgatcaaggegagttacatgatcceccatgttgtgcaaaaaageggttagetectteggtectccgatcgttgtcagaagtaagtteg
ccgeagtgttatcactcatggttatggcageactgeataattctettactgteatgecatcegtaagatgcttttetgtgactggtgagtactcaaccaagt
cattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctettgeccggegteaatacgggataataccgegeeacatageagaactttaaaagtgcteatca
ttggaaaacgttcttcgggocgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacceactegtgeacceaactgatcttcageate
ttttactttcaccagegtttctgggtoagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgcaaaaaagggaataaggocgacacggaaatgttgaatacteatact
cttcctttttcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegea

catttccccgaaaagtgccac
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10.3.4 NLS-dCas9-trCIB1 (Addgene # 64119)

CMV enhancer

SV40 NLS

CAP bindin§ site

NLS-dCas9-trCIB1
10,561 bp

gacggatcgggagatctcccgateccctatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgecgeatagttaagecagtatctgetecctgettgtatatt
ggagotcgctoagtagtgcgcgageaaaatttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgeatgaagaatctgcttagggttagocgtttty
cgctgettcgegatgtacggoccagatatacgegttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatata
tggagttccgegttacataacttacggtaaatggcccgectggctgaccgeccaacgacccccgeecattgacgtcaataatgacgtatgttcecatag
taacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtogagtatttacggtaaactgeccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgeccaagtacgec
ccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggeattatgeccagtacatgaccttatggeactttcctacttggecagtacatctacgtattagtca
tcgetattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtogatageggtttgactcacggggatttccaagtctccaccecattgacgtcaa

tggoagtttgttttgocaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatgggcggtagocgtgtacggteos
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aggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactgecttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagetggcta
gcgtttaaacttaagettaccggtgccaccatgtacccatacgatgttccagattacgettcgecgaagaaaaagegeaaggtcgaagegtecgacaa
gaagtacagcatcggcctggccatcggeaccaactctgtggoctggoccgtgatcaccgacgagtacaaggtgcccageaagaaattcaaggtgct
ggocaacaccgaccggeacageatcaagaagaacctgatcggagecctgetgttcgacageggcgaaacagecgaggccacccgectgaagaga
accgccagaagaagatacaccagacggaagaaccggatctgctatctgecaagagatcttcageaacgagatggccaaggtggacgacagettettee
acagactggaagagtccttcctggtggaagaggataagaageacgageggeaccccatcttcggeaacatcgtggacgaggtogcctaccacgaga
agtaccccaccatctaccacctgagaaagaaactggtggacageaccgacaaggecgacctgeggctgatctatctggecctggeccacatgatcaa
gttccgggoccacttcctgatcgaggocgacctgaaccccgacaacagegacgtggacaagetgttcatccagetggtgcagacctacaaccaget
gttcgaggaaaaccccatcaacgecageggcgtegacgecaaggccatectgtetgeccagactgageaagageagacggctggaaaatctgatcge
ccagctgeccggegagaagaagaatggectgttcggeaacctgattgecctgagectgggcctgacccccaacttcaagageaacttcgacctggec
gaggatgccaaactgeagetgageaaggacacctacgacgacgacctggacaacctgctggcccagatcggegaccagtacgccgacctgtttcty
gccgecaagaacctgtecgacgecatectgctgagegacatcctgagagtoaacaccgagatcaccaaggeccccctgagegectctatgatcaag
agatacgacgagcaccaccaggacctgaccctgetgaaagetctegtgeggeageagetgectgagaagtacaaagagattttcttcgaccagagea
agaacggctacgccggetacattgacggcggagecagecaggaagagttctacaagttcatcaageccatcctggaaaagatgeacggcaccgage
aactgctcgtgaagetgaacagagaggacctgetgcggaageageggaccttcgacaacggeageatcccccaccagatccacctgggagagctg
cacgccattctgeggeggcaggaagatttttacccattcctgaaggacaaccgggaaaagatcgagaagatcctgaccttccgeatccectactacgt
ggoccctctggecaggggaaacageagattcgectggatgaccagaaagagegagoaaaccatcaccecctggaacttcgaggaagtootgoaca
agggcgcttccgeccagagettcatcgageggatgaccaacttcgataagaacctgeccaacgagaaggtgctgcccaageacagectgetgtacg
agtacttcaccgtgtataacgagctgaccaaagtgaaatacgtgaccgagggaatgagaaagcccgecttcctgageggcgageagaaaaagecca
tcgtggacctgctgttcaagaccaaccggaaagtoaccgtgaageagetgaaagaggactacttcaagaaaatcgagtgcttcgactecgtggaaatce
tccggegtggaagatcggttcaacgectccctgggracataccacgatctgetgaaaattatcaaggacaaggacttectggacaatgaggaaaacg
aggacattctggaagatatcgtoctgaccctgacactgtttgaggacagagagatgatcgaggaacggctgaaaacctatgeccacctgttcgacgac
aaagtgatgaagcagctgaagcggcggagatacaccggctgggocagoctgagecggaagetgatcaacggeatccgggacaageagtccggca
agacaatcctggatttcctgaagtccgacggettcgccaacagaaacttcatgeagetgatccacgacgacagectgacctttaaagaggacatccag
aaagcccaggtgtccggccagggcgatagectgeacgageacattgccaatctggecggeagecccgecattaagaaggecatcctgeagacagt
gaaggtootooacgagctcgtgaaagtgatggoccggracaageccgagaacatcgtgatcgaaatggecagagagaaccagaccacccagaag
ggacagaagaacagccgegagagaatgaageggatcgaagaggocatcaaagagetgggcagecagatcctgaaagaacaccccgtggaaaaca
cccagctgeagaacgagaagctgtacctgtactacctgecagaatggocggoatatgtacgtggaccaggaactggacatcaaccggetgtecgacta
cgatgtggacgccatcgtgectcagagetttctgaaggacgactccatcgacaacaaggtgctgaccagaagegacaagaaccggggocaagagcga
caacgtgccctccgaagaggtcgtgaagaagatgaagaactactggeggeagetgctgaacgecaagetgattacccagagaaagttcgacaatctg

accaaggccgagagaggocgecctgagcgaactggataaggccggctteatcaagagacagetggtggaaacccggeagatcacaaageacgteg
cacagatcctggactcccggatgaacactaagtacgacgagaatgacaagetgatccgggaagtgaaagtoatcaccctgaagtccaagetegtgte
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cgatttccggaaggatttccagttttacaaagtgcgegagatcaacaactaccaccacgeccacgacgectacctgaacgecgtegtegooaaccgec
ctgatcaaaaagtaccctaagctggaaagegagttcgtotacggegactacaaggtotacgacgtgcggaagatgatcgecaagagegageaggaa
atcggcaaggctaccgecaagtacttcttctacagcaacatcatgaactttttcaagaccgagattaccctggecaacggegagatccggaageggacce
tctgatcgagacaaacggcgaaaccggeoagatcgtotgooataaggoccggoattttgccaccgtgcggaaagtoctgageatgecccaagtgaa
tatcgtgaaaaagaccgaggtgcagacaggeggcttcageaaagagtctatcctgeccaagaggaacagegataagetgatcgecagaaagaagga
ctgggaccctaagaagtacggcggcttcgacagecccaccgtggectattetgtgctggtootooccaaagtggaaaaggocaagtccaagaaacty
aagagtgtoaaagagctgctggooatcaccatcatggaaagaageagettcgagaagaatcccatcgactttctggaagecaagggctacaaagaag
tgaaaaaggacctgatcatcaagctgectaagtactccctgttcgagetggaaaacggecggaagagaatgctggcctctgecggegaactgeagaa
ggoaaacgaactggccctgecctecaaatatgtgaacttcctgtacctggccagecactatgagaagetgaaggoctcccccgaggataatgageag
aaacagctgtttgtgoaacagcacaageactacctggacgagatcatcgagcagatcagegagttctccaagagagtgatcctggecgacgetaatct
ggacaaagtgctgtccgectacaacaageaccgggataageccatcagagageaggccgagaatatcatccacctgtttaccctgaccaatctgeoa
gccectgecgecttcaagtactttgacaccaccatcgaccggaagaggtacaccageaccaaagagetgctggacgecaccctgatccaccagage
atcaccggcctgtacgagacacggatcgacctgtetcagetgggagocgacggtaccggaggaagtogcagetctggeggacagtgoagootctaot
ggcagcgoaatgaatggagctataggagotgaccttttgetcaattttcctgacatgtcggtectagagegecaaagggetcacctcaagtacctcaat
cccacctttgattctectctcgecggcttetttgecgattettcaatgattaccggeggegagatggacagetatetttcgactgecggtttgaatetteeg
atgatgtacggtgagacgacggtggaaggatoattcaagactcteaatttcgecggaaacgacgcettggoactggaaatttcaagaaacggaagtttoat
acagagactaaggattgtaatgagaagaagaagaagatgacgatgaacagagatgacctagtagaagaaggagaagaagagaagtcgaaaataaca
gagcaaaacaatgggagcacaaaaageatcaagaagatgaaacacaaagccaagaaagaagagaacaatttctctaatgattcatctaaagtgacga
aggaattggagaaaacggattatattcatgttcgtgcacgacgaggccaagecactgatagtcacageatagcagaacgagttagaagagaaaagat
cagtgagagaatgaagtttctacaagatttggttcctggatgcgacaagatcacaggeaaageagggatgcttgatgaaatcattaactatgttcagtct
cttcagagacaaatcgagttcttatcgatgaaactagcaattgtgaatccaaggecggattttgatatggatgacatttttgccaaagaggttgcctcaac
tccaatgactgtggtgccatctcctgaaatggttctttccggttattctcatgagatggttecactctggttattctagtgagatggttaactccggttacctte
atgtcaatccaatgcagcaagtgaataccagttctggooottctggooooagcgocggoooatctggaagtogcageggagocctcgagtctagag
ggcccgtttaaacccgetgatcagectegactgtoccttetagttgeccagecatctgttgtttgeccectcccecgtgecttecttgaccctggaaggtoc
cactcccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeatcgeattgtctgagtaggtatcattctattctggooootooootoooocageacagcaag
gggoagoattgooaagacaatageaggeatgctggooatgcggtoooctctatgocttctgaggcggaaagaaccagetgggoctctaggoootat
ccccacgegecectgtageggcgeattaagegeggegggtatogtoottacgcgeagegtgaccgetacacttgecagegecctagegeccgetect
ttcgetttcttcccttectttctcgecacgttcgecggetttceccgtcaagetctaaatcgggeactecctttagggttecgatttagtactttacggeac
ctcgaccccaaaaaacttgattaggotoatggttcacgtagtggoccatcgecctgatagacggtttttcgeectttgacgttggagtccacgttetttaa
tagtgoactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattettttgatttataaggoattttgccgatttcggectattggttaaaaaat
gagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtggaatgtototcagttageototogaaagtccccaggctccccageaggcagaagtatgc

aaagcatgcatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggctecccageaggeagaagtatgcaaageatgeatctcaattagtcagea
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accatagtcccgcccctaactccgcccatcccgcccctaactc cgcccagttccgcccattctccgccccatggctgactaattttttttatttatgcaga

ggccgaggccgectetgectctgagetattccagaagtagtgaggagocttttttggagocctaggcttttgcaaaaageteccgggagettgtatate

cattttcggatctgatcaagagacaggatgageatcgtttcgeatgattgaacaagatggattgcacgeaggttctecggecgettggotogagagoct
attcggctatgactggecacaacagacaatcggetgctctgatgeccgecgtattccggctgtcagegeaggeocgcccggttctttttgtcaagaceg

acctgtccggtgccctgaatgaactgeaggacgaggcagegegectatcgtggctggccacgacgggegttecttgegeagetgtgctcgacgttgt
cactgaagcggoaaggoactgectectattggocgaagtoccgggocageatctectgteatctcaccttgetectgecgagaaagtatccatcatgg
ctgatgcaatgcggeggctgeatacgettgatccggetacctgeccattcgaccaccaagegaaacatcgeatcgagegageacgtactcggatgga
agccggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagageatcagggactcgegecagecgaactgttcgecaggctcaaggegegeatgeccgacgg
cgaggatctcgtegtgacceatggegatgectgettgecgaatatcatggtggaaaatggecgcttttctggattcatcgactgtogccggctgggatat

ggcgoaccgctatcaggacatagegttggctaccegtgatattgctgaagagettggcggcgaatggoctgaccgettcctegtgctttacggtatcg
ccgceteccgattcgeagegeatcgecttctatcgecttcttgacgagttcttctgagegggactctgeoottcgcgaaatgaccgaccaagcgacgcc

caacctgccatcacgagatttcgattccaccgecgecttctatgaaaggttggocttcggaatcgttttccgggacgecggetggatgatectccageg
cggggatctcatgctggagttcttcgecccaccccaacttgtttattgcagettataatggttacaaataaagcaatageatcacaaatttcacaaataaag
catttttttcactgeattctagttgtogtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtetgtataccgtcgacctctagctagagettggcgtaatcatggt
catagctgtttcctgtotgaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectggeotocctaatgagtoag
ctaactcacattaattgcgttgcgctecactgeecgetttccagtcgggaaacctgtegtgecagetgeattaatgaatcggecaacgcgegggeoagag
gcggtttgcgtattggocgetettccgettectcgetcactgactcgetgegeteggtegttcgectgeggcgageggtatcagetcactcaaaggcg
gtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggrcageaaaaggrcaggaaccgtaaaaaggccgcgtty
ctggcgtttttccataggetccgeecccctgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtgocgaaacccgacaggactataaagatace
aggcgtttcccectggaagetcectegtgegetctectgttccgaccctgecgettaccggatacctgtcecgecttteteecttcgggaagegtagcgc
tttctcatagctcacgetgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgetecaagetgggctgtotgcacgaaccccccgttcageccgaccgetgcg
ccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattagcagagegagotat
gtaggcggatoctacagagttcttgaagtgotoocctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegetctgctgaagecagttacettcg
gaaaaagagttggtagctcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtogtttttttgtttocaageageagattacgcgeagaaaaaaaggat
ctcaagaagatcctttgatcttttctacgggotctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaaggeoattttggtcatgagattatcaaaaaggatctte
acctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcaccta
tctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactcccecgtegtgtagataactacgatacgggaggocttaccatctggecccagtgctgea
atgataccgcgagacccacgctcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaaggoccgagegeagaagtggtcctgeaactttat
ccgectecatccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgcgeaacgttgttoccattgctacaggeatcgtg
gtgtcacgctegtegtttggtatggcttcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccceatgttgtgcaaaaaageggttaget
ccttcggtectccgategttgtcagaagtaagttgogccgeagtgttatcactcatggttatggcageactgeataattctcttactgtcatgecatccgtaa

gatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagteattctgagaatagtotatgcgecgaccgagttgctcttgeccggegtcaatacgggataatac
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cgcgecacatagcagaactttaaaagtgcteatcattggaaaacgttcttcggeocgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatg
taacccactcgtgecacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtogagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgeaaaaaagega
ataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatg

tatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttccccgaaaagtgecacctgac
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10.3.5 NLSx3-CRY2PHR-p65 (Addgene #64124)

CMV enhancer

Kozak sequence

N\"pR promoter Cmy,

» o Prg 2

NLSx3-CRY2PHR-p65
8026 bp

CAP bindiné site

lac operator]

Sy,
<0 or
St Q
<
% bro,, P
Oter N

bGH poly(A) sign?'
I o

6xHis

gacggatcgggagatctcccgateccctatggtgcactctcagtacaatctgetctgatgecgeatagttaagecagtatctgetecctgettgtatatt
ggagotcgctoagtagtgcgcgageaaaatttaagctacaacaaggcaaggcttgaccgacaattgeatgaagaatctgcttagggttagocgtttty
cgctgettcgegatgtacggoccagatatacgegttgacattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatata
tggagttccgegttacataacttacggtaaatggcccgectggctgaccgeccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgttcecatag
taacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtogagtatttacggtaaactgeccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgeccaagtacgec
ccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggeattatgeccagtacatgaccttatggeactttcctacttggeagtacatctacgtattagtca

tcgetattaccatggteatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtogatageggtttgactcacgggoatttccaagtctccaccecattgacgtcaa

tggoagtttgttttgocaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgecccattgacgcaaatgggcggtagocgtgtacggteos
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aggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactgecttatcgaaattaatacgactcactatagggagacccaagetggcta
gttaagcttgccaccatggecagecccaagaagaagegeaaggtggaagetagegettccccgaagaaaaageggaaagtcgaggectecgeatct
ccaaaaaaaaaaagcaaggttgaageatctggatccggtaccggagoaagtggcagetctggcgecagtggagootctogtgocageggaatgaa
gatggacaaaaagactatagtttggtttagaagagacctaaggattgaggataatcctgeattagcageagetgctcacgaaggatctgtttttcctgtct
tcatttggtgtcctgaagaagaaggacagttttatcctggaagagcttcaagatggtogatgaaacaatcacttgetcacttatctcaatccttgaaggct
cttggatctgacctcactttaatcaaaacccacaacacgatttcagegatcttggattgtatccgegttaccggtoctacaaaagtegtctttaaccacct
ctatgatcctgtttcgttagttcgggaccataccgtaaaggagaagctggtggaacgtggoatctctgtgcaaagctacaatggagatctattgtatgaa
ccgtgggagatatactgcgaaaagggcaaaccttttacgagtttcaattcttactggaagaaatgcttagatatgtcgattgaatecgttatgettectect
ccttggcggttgatgccaataactgeageggctgaagegatttggocgtottcgattgaagaactagggctggagaatgagoccgagaaaccgagea
atgcgttgttaactagagcttggtctccaggatggageaatgctgataagttactaaatgagttcatcgagaageagttgatagattatgcaaagaacag
caagaaagttgttgooaattctacttcactactttctcegtatctccatttcggoeaaataagegtcagacacgttttccagtgtgcccggatgaaacaaa
ttatatggocaagagataagaacagtgaageagaagaaagtgcagatctttttcttagggoaatcggtttaagagagtattctcggtatatatgtttcaac
ttcccgtttactcacgageaatcgttgttgagteatctteggtttttcecttggeatgctgatgttoataagttcaaggectggagacaaggecaggaccgg
ttatccgttggtgoatgccggaatgagagagctttggoctaccggatggatgeataacagaataagagtgattgtttcaagetttgctgtgaagtttctte
tccttccatggaaatgggooaatgaagtatttctgggatacacttttggatgctaatttggaatgtoacatecttggctggcagtatatctctgggagtatec
ccgatggccacgagcttgatcgettggacaatcccgegttacaaggcgecaaatatgacccagaaggtgagtacataaggeaatggcttcccgagett
gcgagattgccaactgaatggatccatcatccatgggacgctectttaaccgtactcaaagettctggtotgoaactcggaacaaactatgecgaaacce
attgtagacatcgacacagctcgtgagetactagetaaagetatttcaagaacccgtgaageacagatcatgatcggageageageeoottctggoos
gagcgocgooooatctgeaagtgocageggagocctcgageagtaccectacgacgtgcccgattacgecgagttccagtacctgecagatacag
acgatcgtcaccggattgaggagaaacgtaaaaggacatatgagaccttcaagageatcatgaagaagagtcctttcageggacccaccgacceecg
gcctecacctegacgeattgetgtgccttcecgeageteagettetgtecccaagecageaccecagecctateectttacgtcatccctgageaccat
caactatgatgagtttcccaccatggtgtttccttctgggcagatcagecaggecteggecttggccccggecccteecccaagtectgeecccaggcte
cagcccctgeccctgetccagecatggtatcagetetggeccaggecccageccctgteccagtectagecccaggecctectcaggctgtggccce
acctgcccccaageccacccaggctgggoaagoaacgctgtcagaggccctgctgcagetgeagtttgatgatgaagacctgggooccttgctteg
caacagcacagacccagetgtgttcacagacctggcatccgtcgacaactccgagtttcageagetgetgaaccagggcatacctgtgeccecccac
acaactgagcccatgctgatggagtaccctgaggctataactcgectagtgacagggocccagaggecccccgacccagetectgetecactggee
gceecgggectceccaatggectectttcaggagatgaagacttctectccattgeggacatggacttctcagecctgetgagtcagatcagetectaa
gaattctgcagatatccageacagtggeggccgetcgagtctagaggocccttcgaaggtaagectatccctaaccetetecteggtetegattctacg
cgtaccggtcatcatcaccatcaccattgagtttaaacccgetgatcagectcgactgtgecttctagttgecagecatcetgttgtttgececteccecgt

gecttecttgaccetggaaggtoccacteccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgeatcgeattgtetgagtagatateattctattctggooy

gtggootoooocagoacagcaagggooagoattggoaagacaatagcaggcatgctgggoatgcgatogoctctatggcttctgaggcgeaaaga
accagctgggoctctaggoootatccccacgegecctgtageggcgeattaagegeggegggtotootoottacgcgeagegtgaccgetacactt
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gccagegecctagegeccgetectttcgetttctteccttectttctcgecacgttcgecggetttccccgtcaagetctaaatcggggactecctttag
ggttccgatttagtgctttacggeacctcgaccccaaaaaacttgattaggotoatggttcacgtagtggoccatcgecctgatagacggtttttcgeece
tttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattettttgatttataagggattttge
cgatttcggectattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattaattctgtogaatgtotgtcagttageototooaaagtccccag
gctccccageaggeagaagtatgeaaageatgeatctcaattagtcagcaaccaggtgtggaaagtccccaggetccccageaggcagaagtatge
aaagcatgcatctcaattagtcagcaaccatagtcccgeccctaactccgeccatcccgeccctaactccgeccagttecgeccattetecgeeccat
goctgactaattttttttatttatgcagaggccgaggccgectetgectctgagetattccagaagtagtgaggagecttttttgoagocctaggcttttge

aaaaagctcccgggagcttgtatatccattttcggatctgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgeatgattgaacaagatggattgcacgeaggtt

ctccggecgcettggotgoagagactattcggctatgactgggcacaacagacaatcggetgctetgatgecgeegtgttecggetgtecagegeaggg
gcgeccggttetttttgtcaagaccgacctgtecggtoccctgaatgaactgeaggacgaggcagegcggactatcgtggctgoccacgacgggcgtt
ccttgecgeagetgtgctcgacgttgtcactgaagegggaagooactgectgctattggocgaagtgccgggocaggatctectgteatctcaccttge
tcctgecgagaaagtatccatcatggctgatgeaatgeggeggctgcatacgettgatccggctacctgeccattcgaccaccaagegaaacatcgea
tcgagcgageacgtactcggatggaagecggtcttgtcgatcaggatgatctggacgaagageatcagggoctcgegecagecgaactgttegeca
ggctcaaggcgcgcatgcccgacggcgageatctcgtegtgacccatggcgatgcctecttgccgaatatcatggtogaaaatggecgettttcteg

attcatcgactgtggccggctggototoocgoaccgctatcaggacatagegttggctacccgtgatattgctgaagagettggcgecgaatggoctg
accgcttectegtgctttacggtatcgecgeteeccgattcgeagegeatcgecttetatcgecttettgacgagttcttctgagegggactctgggotte

gcgaaatgaccgaccaagegacgeccaacctgecatcacgagatttcgattccaccgecgecttetatgaaaggttggocttcggaatcgttttccge
gacgccggctggatgatcctccagegeggggatcteatgetggagttcttcgecccaccecaacttgtttattgcagettataatggttacaaataaagea
atagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgeattctagttgtogtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctgtataccgtcgacct
ctagctagagcttggcgtaatcatggtcatagetgtttectgtgteaaattgttatccgetcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgt
aaagcctggootocctaatgagtgagctaactcacattaattgegttgegetcactgeccgetttccagtcgggaaacctgtegtgccagetgcattaat
gaatcggccaacgcgeggeoagagocgetttgcgtattggocgctettccgettectcgeteactgactcgetgegeteggtegttcggectgcggcg
agcggtatcagctcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggercageaaaagec
caggaaccgtaaaaaggccgegttoctggcgtttttccataggetccgecceccctgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagagetgocga
aacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagetecctegtgcgctetectgttccgacectgecgettaccggatacctgtecge
ctttctcecttcgggaagegtgecgctttctcatagetcacgetgtaggtatctecagttcggtgtaggtcgttcgetecaagetgggactgtatgcacgaa
ccccccgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactgg
taacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtectacagagttcttgaagtgotoocctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctg
cgctctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagetcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtageggtogtttttttgtttocaageag
cagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacgggotctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttgy
tcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttac

caatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactccccgtegtgtagataactacgatacgggagoe
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cttaccatctggecccagtgctgeaatgataccgegagacccacgcetcaccggetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggoccgag
cgcagaagtggtcctgeaactttatccgectecatccagtetattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgegeaacgt
tgttgccattgctacaggeatcgtogtgtcacgetegtegtttggtatgecttcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatccecce
atgttgtgcaaaaaagcggttagetecttcggtectecgategttgtcagaagtaagttggccgeagtattatcactcatggttatggcageactgeata
attctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagteattctgagaatagtgtatgecggcgaccgagttgctett
gcecggegtcaatacggeataataccgegecacatageagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggocgaaaactctcaaggatc
ttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgeacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacagg
aaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectttttcaatattattgaageatttatcagggtatt

gtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgegeacatttccccgaaaagtgecacctgacgte
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10.3.6 sgRNA1 Tet-inducible Luciferase reporter (Addgene # 64161 )

AN
\
ne

pN"&
_J,a}OU-\O'\d L

L

sgRNA1_Tet-inducible Luciferase reporter
3226 bp

tet oEeratoa

lac operato

CAP binding site

ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcagcteattttttaaccaataggccgaaatcggeaaaatcccttataaatc
aaaagaatagaccgagataggottoagtottottccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaaggocgaaaaaccg
tctatcaggecgatgocccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggootcgagatoccgtaaageactaaatcggaaccctaaaggoage
ccccgatttagagettgacgggeaaagccggcgaacgtgecgagaaaggaaggoaagaaagcgaaaggagcgeocgctaggocgctggcaagty
tagcggtcacgctgegegtaaccaccacacccgecgegettaatgegecgetacagggcgegteccattcgecattcaggctgegeaactgttggoa
aggocgatcggtecgoocctcttcgetattacgecagetggcgaaagggooatgtoctgcaaggcgattaagttggotaacgecagggttttcccag
tcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagegegegtaatacgactcactataggecgaattggotaccgaggacctatttcccatgattecttcatat
ttgcatatacgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataattt

cttggotagtttocagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttatcgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtgeaaag
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gacgaaacaccgtctctatcactgataggoagottttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtgecaccg
agtcggtoctttttttccgeggtggagetecagettttgttccctttagtgaggettaattgcgegettggcgtaatcatggtcatagetgtttcctgtatoa
aattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagecggaageataaagtgtaaagectgggotocctaatgagtgagetaactcacattaattgegt
tgcgctcactgeccgctttecagtcgggaaacctgtegtgccagetgcattaatgaatcggecaacgegegggoagagocggtttgcgtattggocg
ctcttecgcettectegetecactgactegetgegeteggtegttcggctgeggcgageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacaga
atcagggoataacgcaggaaagaacatgtgageaaaaggccageaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgcgttgctggcgtttttccataggct
ccgeccccctgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtgocgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcccectggaag
ctccctegtgegetetectgttccgaccctgecgettaccggatacctgtecgectttctcecttcgggaagegtggcgctttctcatagetcacgetgt
aggtatctcagttcggtgtagotcgttcgctccaagetggoctgtgtgcacgaaccccecgttcageecgaccgetgegecttatccggtaactategt
cttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageageeactggtaacaggattagecagagegaggetatgtagecggtgctacagagt
tcttgaagtgotgocctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttaccttcggaaaaagagttggtagete
ttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagegatgotttttttgtttgcaageageagattacgcgeagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgate
ttttctacgggetctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaaggeoattttgotcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaa
aaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgagecacctatctcagegatctgtetattte
gttcatccatagttgectgactccccgtegtgtagataactacgatacgggageeocttaccatctggecccagtgetgeaatgataccgegagaccca
cgctcaccggctccagatttatcageaataaaccagecagecggaaggoccgagegeagaagtogtcctgeaactttatccgectccatccagtetat
taattgttogccggoaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgeaacgttgttgccattgetacaggcatcgtggtatcacgctegtegttty
gtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaageggttagetecttcggtectccgategt
tgtcagaagtaagttggccgeagtgttatcactcatggttatgecageactgeataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgcttttctgtgactgg
tgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcgocgaccgagttoctcttgcccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaa
ctttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcgggocgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgeacc
caactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctggotoagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaaggoaataageocgacacgga
aatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaageatttatcagggttattgtctcatgageggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaac

aaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccac
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10.3.7 Tet-inducible mCherry reporter (Addgene # 64128)

Tet-inducible mCherry reporter
3924 bp

)
SV40 poly(A) sig”

gacgatatccctcgatcgagtttaccactcectatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactcectatcagtgatagagaaaagtgaaagt
cgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactece
tatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaa
aagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactcectatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtt
taccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcag

tgatagagaaaagtgaaagtcgagtttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaagtcgagctcggtacgctatggcatgcatgtgtcgc gac
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ctgeaggccctgaagttcatctgeaccaccggeaagetgeccgtgccctggcccaccctegtgaccaccctgacctgggacgtgcagtacttcgecce
gctacceccgaccacatgaageageacgacttcttcaagtccgecatgeccgaaggctacgtccaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggeaa
ctacaagacccgegecgaggteaagttcgaggocgacaccctggteaaccgeatcgagetgaaggocatcgacttcaaggaggacggcaacatce
tggoocacaagctggagtacaacgccatcagegacaacgtctatatcaccgecgacaageagaagaacggcatcaaggecaacttcaagagetage
cctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgectggagacgecatccacgcetgttttgacctecatagaagacaccgggaccgatccage
ctccgeggecccggtaccgaattcgecaccatggtgageaagggcgaggagoataacatggecatcatcaaggagtteatgegcttcaaggtocac
atggaggoctccgtgaacggecacgagttcgagatcgageocgaggocgaggoccgeccctacgagggcacccagaccgecaagetgaaggtoa
ccaagggtgoccccctgeccttcgectgggacatcctgtccecteagtteatgtacggetccaaggectacgtgaageaccecgecgacatccccga
ctacttgaagctgtccttccccgagggecttcaagtgggagegcgtoatgaacttcgaggacggcggcgtagtoaccgtgacccaggactecteccty
caggacggcgagttcatctacaaggtgaagetgegeggcaccaacttcccctccgacggecccgtaatgeagaagaagaccatgggectggoagoc
ctcctccgageggatgtaccccgaggacggcgecctgaaggocgagatcaagcagaggctgaagetgaageacggcggccactacgacgctgag
gtcaagaccacctacaaggccaagaageccgtgcagetgecccggegectacaacgtcaacatcaagttggacatcacctcccacaacgaggactac
accatcgtggaacagtacgaacgcgecgaggoccgecactccaccggeggcatggacgagetgtacaagtaaagatcttattaaageagaacttgtt
tattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaageatttttttcactgeattctagttgtggtttgtccaaactcatca
atgtatcttatcatgtctggtcgactctagaatcttccgettectcgeteactgactcgetgegeteggtegttcggetgcggegageggtatcageteac
tcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccageaaaaggccaggaaccgtaaaaa
ggccgcgttoctggegtttttccataggetccgecccectgacgageatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtogcgaaacccgacaggacta
taaagataccaggcgtttccccctggaagetcectegtgcgetctectgttccgacectgecgettaccggatacctgtccgectttctcecttcgggaa
gcgtgocgctttctcatagetcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtegttcgeteccaagetgggactatgtocacgaacccccegttcageccg
accgctgegecttatccggtaactatcgtettgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggeageagecactggtaacaggattageaga
gcgaggtatgtagocggotoctacagagttcttgaagtggtoocctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgetgaageca
gttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggeaaacaaaccaccgetggtagegetgotttttttgtttgcaageageagattacgecgeagaa
aaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacgggotctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaa
aggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtg
aggcacctatctcagegatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactcceccgtegtgtagataactacgatacgggagoocttaccatctggecc
cagtgctgeaatgataccgegagacccacgetcaccggctecagatttatcageaataaaccagecagecggaageoccgagegcagaagtogtce
tgcaactttatccgectccatccagtetattaattgttogccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttgcgcaacgttgttgecattgetac
aggcatcgtggtgtcacgcetcgtegtttggtatgacttcattcagetccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaa
gcggttagetccttcggtectecgategttgtcagaagtaagttgeccgeagtgttatcactcatggttatggcageactgeataattetcttactgteatg
ccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagteattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttectettgeccggegtcaatac
gggataataccgcgeeacatageagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcgggocgaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagat

ccagttcgatgtaacccactcgtgeacccaactgatcttcageatcttttactttcaccagegtttctgggtoagcaaaaacaggaaggcaaaatgecgce
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aaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcCtttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagc ggata

catatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgacgtcgtc
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10.3.8 pEGFP Centrin2 (Nigg UK185) (Addgene # 41147)

PEGFP Centrin2 (Nigg UK185)

5229 bp

accgtattaccgccatgeattagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgegttacataacttacggtaaat
ggcccgectggctgaccgeccaacgacccccgeccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgecaataggeactttccattgacgtea
atgggtogagtatttacggtaaactgcccacttggeagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgeccectattgacgtcaatgacggtaaatggccce
gcctggcattatgeccagtacatgaccttatggoactttcctacttggeagtacatctacgtattagtcatcgetattaccatggtgatgeggttttgocag
tacatcaatgggcgtgoatageggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgteaatgggagtttattttggcaccaaaatcaacggg

actttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctggtttagtgaacc
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gtcagatccgetagegetaccggtegecaccatggtgageaaggocgaggagctgttcaccggeetootocccatectggtcgagetggacgecga
cgtaaacggccacaagttcagegtgtccggegaggocgaggacgatgecacctacggeaagetgaccctgaagttcatctgeaccaccggeaaget
geecgtgeectggeccaccctegtgaccaccctgacctacggegtgcagtecttcagecgetaccccgaccacatgaageageacgacttcttcaag
tccgecatgeccgaaggctacgtecaggagegeaccatcttcttcaaggacgacggeaactacaagacccgegecgaggtoaagttcgaggocgac
accctggtgaaccgeatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctgggecacaagetggagtacaactacaacagecacaac
gtctatatcatggecgacaagcagaagaacggeatcaaggtgaacttcaagatccgecacaacatcgaggacggcagegtecagetcgecgaccac
taccagcagaacacccccatcggegacggeccegtgctgctgeccgacaaccactacctgageacccagtccgecctgageaaagaccccaacga
gaagcgcgatcacatggtectgctggagttcgtgaccgecgecgggatcactctcggeatggacgagetgtacaagtecggecggactcagatece

catggcctccaactttaagaaggcaaacatggcatcaagttctcagcgaaaaagaatgagecctaagectgagettactgaagagcaaaagcageag

atccgggaagcttttgatcttttcgatgcggatggaactggcaccatagatgttaaagaactgaaggtggcaatgaggoccctggactttgaacccaag
aaagaagaaattaagaaaatgataagtgaaattgataaggaaggoacaggaaaaatgaactttggtoactttttaactgtgatgacccagaaaatgtctg
agaaagatactaaagaagaaatcctgaaagctttcaagetctttgatgatgatgaaactgggaagatttcgttcaaaaatctgaaacgegtggccaage

agttggotoagaacctgactgatgaggagctgcaggaaatgattgatgaagetgatcgagatggagatggagagotcagtgagcaagagttcctgeg
catcatgaagaagaccagcctttacctcgacggtaccgegggeccgggatccaccggatctagataactgatcataatcagecataccacatttgtag

aggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgeaattgttottgttaacttgtttattgcagettataatggt
tacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgeattctagttgtgotttgtccaaactcatcaatgtatcttaacgegtaa

attgtaagcgttaatattttgttaaaattcgegttaaatttttgttaaatcageteattttttaaccaataggccgaaatcggeaaaateccttataaatcaaaa
gaatagaccgagataggottoagtattottccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctat
cagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttgoootcgaggtoccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggageccce

gatttagagcttgacggeoaaagccggcgaacgtgecgagaaaggaageoaagaaagcgaaageagceoocgctaggocgctggcaagtatage
ggtcacgetgegegtaaccaccacacccgecgegettaatgegecgetacagggcgegtcaggtgocacttttcgggoaaatgtgcgcggaaccee
tatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtcctgagece
gaaagaaccagctgtggaatgtototcagttageotgtogaaagtccccaggetccccageaggeagaagtatgcaaageatgeatctcaattagtea
gcaaccaggtgtggaaagtccccaggetccccageaggeagaagtatgcaaageatgeatctcaattagtcageaaccatagtcccgeccctaacte

cgcecatceccgeccctaactecgeccagttecgeccattctccgecccatggetgactaattttttttatttatgcagaggccgaggecgectcggecte

tgagctattccagaagtagtgagoagocttttttggagocctaggcttttgcaaagatcgatcaagagacaggatgagoatcgtttcgeatgattgaaca

agatggattgcacgeaggttctccggecgettggotogoagagoctattcggctatgactggocacaacagacaatcggetgctetgatgecgecgtgt
tccggetgtcagegeagggocgeccggttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgeaagacgaggcagegeggctatcgty
gctgeccacgacgggcgttecttgcgeagetgtgctcgacgttgtcactgaagegggaaggoactgactgctattggocgaagtoccgggocagoa
tctectgteatctcaccttgetectgecgagaaagtatecatcatggetgatgeaatgeggeggctgcatacgettgatccggetacctgeecattcgac
caccaagcgaaacatcgcatcgagegageacgtactcggatggaagecggtettgtcgatcaggatgatctggacgaagageatcaggeoctcgcg

ccagccgaactgttcgecaggctcaaggcgageatgeccgacggcgageatctegtegtgacceatggegatgectgettgccgaatatcatggtog
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aaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccgectggototoocgoaccgctatcaggacatagegttggctaccegtgatattgetgaagage
ttggcggcgaatggoctgaccgettectegtactttacggtatcgecgetcccgattcgeagegeatcgecttctatcgecttettgacgagttettctg

agcggoactctggoottcgaaatgaccgaccaagegacgeccaacctgecatcacgagatttcgattccaccgecgecttctatgaaaggttggoctt
cggaatcgttttccgggacgecggctggatgatcctccagegegggoatcteatgetggagttcttcgeccaccctagggooagoctaactgaaaca
cggaaggagacaataccggaaggaacccgegetatgacggcaataaaaagacagaataaaacgeacggtgttgootcgtttgttcataaacgegge
gttcggtcccagggctggcactetgtcgataccccaccgagaccccattggooccaatacgeccgegtttcttecttttccccaccccaccecccaag
ttcgggtgaaggcccagggctcgeagecaacgtcgggocggcaggccctgecatagecteaggttactcatatatactttagattgatttaaaacttca
tttttaatttaaaaggatctaggtgaagatectttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaa
aagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgegtaatctgetgettgcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggtttatttogccggatca
agagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagegeagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttageccaccacttcaag
aactctgtagcaccgectacatacctcgetctgetaatcctgttaccagtgectgctgecagtgecgataagtegtatcttaccggettogactcaagac
gatagttaccggataaggcgcagcggtcggaoctgaacggggoottcgtgcacacageccagettggagcgaacgacctacaccgaactgagatace
tacagcgtgagctatgagaaagegecacgettcccgaaggeagaaagecgoacagetatccggtaagcgecaggotcggaacaggagagcgcac
gaggoagcttccagggogaaacgectggtatctttatagtcctgtcggetttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgctcgtcagegooa
cggagcectatggaaaaacgccageaacgeggcctttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacatgttetttectgegttatcccctgattet

gtggata
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10.3.9 OPT-PLLK4 (Sintetizado para este trabajo)

O
)9’3«0&0)

OPT-PLK4
3171 bp

[(a]
o)
pa
p=d
n
[e]
Q
3
[=}

gaggocctatttcccatgattccttcatatttgeatatacgatacaaggctgttagagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatattagta
caaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttggotagtttocagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtattt
cgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccggggtcttcggatccatgegaagacctgttttagagctagaaatagcaagttaaaata
aggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtocttttttgttttagagetagaaatageaagttaaaataaggctagtecgtttttageg
cgtgcgecaattctgecagacaaatggetctagattaaccctcactaaagggaaaggtcggocaggaagaggocctatttcccatgattectteatatttg

catatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttgactgtaaacacaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttctt
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ggotagtttogcagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgettaccgtaacttgaaagtatttcgatttettggctttatatatcttgtggaaagga
cgaaacaccgggagaccatcgatgagaggotcteagttttagagctagaaatagcaagttaaaataaggctagtecgttatcaacttgaaaaagtgec
accgagtcggtoctttttttttctatagtgtcacctaaattgeagetctggeecgtgteteaaaatctetggtaccegttacataacttacggtaaatggec
cgectggctgaccgeccaacgacceccgeccattgacgteaatagtaacgecaatagggactttecattgacgteaatgggtooagtatttacggtaa
actgcccacttggeagtacatCAAGTGTATCATATGCCGTGGAC Ctccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcg
atggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttgggotcgagotoccgtaaageactaaatcggaaccctaaagggageccccgatttaga
gcttgacggeoaaagecgecgaacgtgecgagaaaggaageoaagaaagcgaaaggagceoocactageocactggcaagtgtageggateacy
ctgcgegtaaccaccacacccgecgegettaatgegecgetacagggcgegteccattcgCCATTCAGGCTGTCAGGTGgeac
ttttcgggeaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataat
attgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeecttatteecttttttgeggeattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggt
gaaagtaaaagatgctgaagatcagttggotocacgagtogottacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgecccgaag
aacgttttccaatgatgagceacttttaaagttctgctatgtggcgeggtattatccegtattgacgecgggcaagageaactcggtegeegeatacacta
ttctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgcagtgctgecataaccatgagt
gataacactgcggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatggggoatcatgtaactcgecttgat
cgttgggaaccggagctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtageaatggeaacaacgttgegcaaactattaactg
gcgaactacttactctagettcccggeaacaattaatagactggatggagocggataaagttgcaggaccacttctgegeteggeecttceggetggct
ggtttattgctgataaatctggagecggteagcgtggaagecgeggtatcattgeageactgggoccagatggtaagecctcecgtatcgtagttatct
acacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtoccteactgattaageattggtaactgtcagaccaagtt
tactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgag
ttttcgttccactgagegteagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaacca
ccgctaccageggtogtttotttgecggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcageagagegeagataccaaatactgtectte
tagtgtagcegtagttaggccaccacttcaagaactctgtageaccgectacatacctcgetctgetaatectgttaccagtggctgctgecagtgecg

ataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgeageggtcggoctgaacgggooottcgtgcacacageccagett
ggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagcgecacgettcccgaaggoagaaagecggacaggtatccgg

taagcggcaggotcggaacaggagagcgcacgagggagcttccaggggoaaacgectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgact
tgagcgtcgatttttgtoatgctcgtcagggooocgoagectatggaaaaacgccageaacgeggcctttttacggttcctggecttttgctggectttt

gctcacatgt

86



	Portada

	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación   3. Hipótesis   4. Objetivos

	5. Materiales y Métodos

	6. Resultados y Discusión

	7. Conclusiones   8. Perspectivas

	9. Referencias
	10. Material Suplementario

