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DESCOBRIMENT DEL SISTEMA CRISPR-Cas

il 3 . ¥ 2 4 :

Emmanuelle Charpentier i Jennifer A. Doudna Francis Mojica (Univ. Alacant), descobridor
premi Nobel de Quimica 2020 por CRISPR-Cas de les sequéncies CRISPR I’ any 1993
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QUE ES EL SISTEMA CRISPR-Cas ?
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CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat
Cas: CRISPR associated sequence

20bp target
sequence
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TALL DE DOBLE CADENA

crRNA busca sequéncies d° ADN que s’
aparellin amb la sequéncia de I’ espaiador (en
vermell). L' unid al lloc diana requereix la
presencia de la sequencia PAM que permet a
la nuclease Cas9 romandre unida a I ADN.

Un cop cas9 s’ uneix al lloc diana i es produeix
I'aparellament crRNA — ADN diana, es produeix
un tall de doble cadena aproximadament a 4
bases cap amunt de la sequéncia PAM
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Nurfiez JK, Lee AS, Engelman A, Doudna JA. Integrase-mediated spacer acquisition
during CRISPR-Cas adaptive immunity. Nature 2015; 519 (7542): 193-8.



LES TISSORES GENETIQUES CRISPR-Cas9 (Nobel 2020)

When researchers are going to edit a genome using

the genetic scissors, they artificially construct a guide

RNA, which matches the DNA code where the cut is to

be made. The scissor protein, Cas?, forms a complex

with the guide RNA, which takes the scissors to the place GUIDE RNA

in the genome where the cut will be made. LLLLLLLLE
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REPARACIO DELS TALLS DE DOBLE CADENA

MNuclease-induced DSB
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LES TISSORES GENETIQUES CRISPR-Cas9

Existeixen molts
tipus diferents de
nucleases Cas

—
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APLICACIONS DEL SISTEMA CRISPR-Cas9
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Hsu PD, Lander ES, Zhang F. Development and applications of CRISPR-Cas9 for genome engineering. Cell 2014; 157 (6): 1262-78.



APLICACIO DEL SISTEMA CRISPR-Cas en B. subtilis

Sfil

Ori E. coli

Seal Beal PROPIETATS
1. Shuttle vector (E. coli/ B. subtilis)

2. Origen de replicacio sensible a
temperatura en B. subtilis

3. Dos marcadors de seleccio (amp i spec)

4. Protospacer intercanviable (Bsal)

Ori B. subtilis
5. Template intercanviable (Sfil)

https://portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public
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Editing Y Adicio protospacer i ADN de reparacio

template

| =crRNA leader

pPB45 I =Repeat
13.5kb '&‘

=Spacer

I =tracrRNA




US DEL SISTEMA CRISPR-Cas9 en B. subtilis

Editing
template

I =crRNA leader

pPB45 I =Repeat
13.5kb ‘&.

=Spacer

I =tracrRNA

Cure isolates
of editing plasmid

pPB45

+— R
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EXEMPLE DE FUNCIONAMENT CRISPR-Cas9

Lipasa C1
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Editing '
template

* en pPB45 ' =Repeat
T.-\.u.u.ucccc.accrccc.u.u.a.u.@c.w L‘L B
https://portals.broadinstitute.org/gppx/crispick/public
Delecié genoma Insercié genoma
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PERQUE UTILITZAR BACILLUS SUBTILIS ?

AVANTATGES
» Organisme GRAS (Generally Regarded As Safe)

> Secrecid proteica al medi de cultiu (facil downstream)
» No presenta esviaixament de codons

> Facil manipulacié genética

» Gran diversitat de soques i plasmidis disponibles

INCONVENIENTS

+ No ofereix modificacions posttraduccionals

» Elevada activitat proteolitica

UNIVERSITAT e . . N .
'|'|1Ju BARCELONA < Baix rendiment en expressar certes proteines eucariotes,

tacriltarde Farmiica en especial les que contenen ponts disulfur
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PERQUE UTILITZAR BACILLUS SUBTILIS ?

B. subtilis 6051 (soca salvatge)

d D.O. molt elevades (80 g/l), optima utilitzacid d’AAs i fonts de Carboni

O Prototrofic per Triptofan

0 Soca esporuladora (gen spollAC)

O Produeix surfactina (gen srfC)

U Elevada produccio de proteases (gens aprE i nprE) i amilases (gen amyE) EC

O Eficiencies de transformacio baixes (elevada estabilitat genomica)

Delecié dels gens: aprE, nprE, amyE, SpollAC, SrfC
per mitja de CRISPR-Cas
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OPTIMITZACIO DE LA SOCA B. subtilis 6051

B. Subtilis 6051 (BS1) = Soca que no produeix surfactina (disrupcié gen srfC)

BS1 2> 25% esporulacié després de xoc téermic a 75°C durant 10 minuts
B. Subtilis 6051 amb gen spollAC delecionat 2> 0% esporulacié (soca BS2)

Soca lliure de proteases EC (BS4) Soca lliure d’ amilases EC (BS5)
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APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)
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APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)

(Master i Doctorat Industrial de Jordi Ferrando)

HOSTE PER A L’EXPRESSIO DE PROTEINES RECOMBINANTS

1.
A) Companyia paperera interessada en produir enzims d’ aplicacié en la

produccio del paper: a-amilases, cel.lulases i xilanases

B) Construccio gen sintétic

B. thuringensis B. amyloliquefaciens
amyQ| PS Gend’interés terminador
Origen procariota  E. coli/T7 phage

cry3a

\ Promotor
!
C) Integracio en el cromosoma de BS5 (CRISPR-Cas9)
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APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)

(Doctorat Industrial de Jordi Ferrando)
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o Cultius d’ alta densitat o Sense marcadors de resisténcia
o Medis de cultiu barats o Sense us de plasmidis
o Valors de secreci6 elevats (g/L) o Sense us d’inductors
Es suficient una copia génica per maximitzar expressié proteica?
7 UNIVERSITAT oe
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APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)

(Doctorat Industrial de Jordi Ferrando)

% 9B

4. Plegament * Misfolding/ 1
, Folding Accumulation

PrsA—" ------------ r
Extracellular .

Cytoplasm
yiop A

. o D8NEY ATP
3. Transport i Secrecid -

Pre-protein

1. Transcripcio 2. Traduccio
— By )has:enr protein
e MRNA o . \‘
9 UNIVERSITAT oe DNA » el '-!é;'ll""' e Molecular chaperone
ii- BARCELONA bosome

Facultat de Farmacia Secrecio de proteines a B. subtilis per la via Sec

i Cieéncies de ’Alimentacio



APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)

Produccié de terpenoids (TFG Joan Pérez, TFM Oriana Filluelo)

MVA pathway

2. HOSTE PER A LEXPRESSIO "
DE TERPENOIDS —
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La gran capacitat de B. subtilis 6051 per produir grans quantitats d’ isopre,
posicionen la soca per ser una plataforma molt important per produir terpenoids




APLICACIONS DE B. subtilis 6051 (BS5)

Produccié de terpenoids (TFG Joan Pérez, TFM Oriana Filluelo)
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BIOSINTESIS D‘ ESTAFILOXANTINA EN S. aureus
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PRODUCCIO RECOMBINANT C30 CAROTENOID GROC

M E1 C1 E2 C2 E3 C3

%

W
- b

Gel agarosa mostrant la insercié de I'operé
MN (E1, E2 i E3) en els gens amyE, aprE i
spoVG (C1,C2i C3), respectivament
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Soca editada amb triple Soca original
insercié operé MN (Control negatiu)

mV
50 OiA D2

400
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1351031

310032

100

0+ -
T
0.0 2.5 5.0

Cromatograma d’ HPLC mostrant els pics
dels dos C30 carotenoides grocs produits

Extraccié pigments amb acetona

200 Quantificacié pigments

en progreés !



EL PROBLEMA DELS PLASTICS

E La majoria provenen del petroli (font no renovable). Produccio de

gasos amb efecte hivernacle
Durabilitat extrema (+1000 anys per decomposar-se)

De les 120 espécies de mamifers incloses en la llista d’ espEcies
amenacades, 54 esdevenen enredades en plastic.
associats amb

Alguns plastics alliberen

diversos problemes de salut

g

=
;..

BUSQUEDA DE PLASTICS BIODEGRADABLES !
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PRODUCCIO DE PHB | CARACTERISTIQUES

3. HOSTE PER A L’EXPRESSIO DE BIOPLASTICS

Polihidroxialcanoats (PHAs) son poliesters lineals d’ origen
microbia que molts procariotes acumulen com a material de
reserva com a resposta a condicions ambientals adverses.

Entre els PHAs, el Polidroxibutirate ( ) presenta
molt interessants

Produits a partir de substrats renovables i sostenibles

Biodegradables

Biocompatibles, aptes per aplicacions biomediques

UNIVERSITAT bs
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= Cupriavidus necator containing PHB granules
f%ff;;iﬂiﬁ?ﬁifitm Singer et al. (2021) Trends in Biotechnology.




PRODUCCIO RECOMBINANT DE BIOPOLIMERS (PHB)

i Wrist ety
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1B) Granules Bacillus subtilis CELL
I1sion Bodies FACTORY

Bt oL ol = Organisme GRAS: Generally Regarded As Safe
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PRODUCCIO RECOMBINANT DE BIOPOLIMERS (PHB)

—

Cupriavidus necator (Ralstonia eutropha)

- Promotor constitutiu

phaB Bacillus megaterium QM B1551

phaC Bacillus cereus ATCC 14579 ]- Promotor induible per xilosa

B. subtilis 6051 B. subtilis phaABC

UNIVERSITAT b
]Tht BARCELONA

Facultat de Farmacia
i Ciencies de ’Alimentacio




PRODUCCIO RECOMBINANT DE BIOPOLIMERS (PHB)

1: Soca B. subtilis (C-)
2: B. megaterium (C+)

3: B. cereus (C+)

4: B. subtilis_phaA

5: B. subtilis_phaAB

9 = UNIVERSITATve
'H- BARCELONA Preséncia de PHB a la soca recombinant !

Facultat de Farmacia
i Ciencies de ’Alimentacio




TINCIO AMB NEGRE DE SUDAN

Soca control NO productora de PHB

Soca productora de PHB
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EXTRACCIO/PURIFICACIO DE PHB

Precipitacio del biopolimer en metanol Biofilm de PHB-plastic

Quantificacio i caracteritzacio

l UNIVERSITAT o PHB en progrés !
il BARCELONA
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THANKS FOR YOUR ATTENTION!
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