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1. Cas clinic. El cancer i la terapia génica: que és CRISPR?

Primer de tot, es presenta la investigadora, la seva carrera cientifica per ambientar la presentacio,
i llavors s’introdueix el rol dels/de les estudiants. Després es responen individualment les
preguntes, i es posen en comu rapidament (aprox. 30 min).

Imagina que ets cap del departament de genética molecular de I'Hospital Clinic de Barcelona, i
nomeés fa dos dies que has comencat aquesta nova feina. De cop, t’arriben els resultats d’una
analisi de sang una mica preocupants, i decideixes anar a buscar quin pacient té aquestes analisis.
Corresponen a un home de 55 anys, que va arribar a I’"hospital fa uns quants dies perque es notava
molt cansat i tenia febre des de feia temps. Quan la metgessa li va fer I'exploracié fisica, li va
trobar un bony sota el brag, a I'aixella. Aquests simptomes van preocupar molt a la doctora, que
va demanar-li una biopsia dels ganglis limfatics, I'analisi de sang que t’han fet analitzar i altres
proves d’imatge. Finalment, li van fer un diagnostic: limfoma. | a tu, et demanen que ajudis a
identificar quin tipus de tumor és i a decidir quin tractament seria més efectiu. Creus que podries

fer servir CRISPR?

1. Quines paraules et semblen claus per entendre que has de fer? Encercla-les al text.

Per exemple: cansat, febre, bony sota el brag, biopsia, ganglis limfatics, limfoma, tumor, CRISPR.

2. Hiha algun concepte que no entenguis del tot? Qué creus que és?

Per exemple: biopsia (extraccio de ceél-lules que formen part del tumor), ganglis limfatics (organ
del sistema immunitari on maduren els limfocits), limfoma (cancer que s’origina als ganglis
limfatics, a partir dels limfocits que estan madurant en aquest organ), CRISPR (eina de terapia
geénica que ens permet modificar ’ADN).

No cal saber-ho, és només per veure el nivell de la classe i perqué comencin a pensar sobre els
conceptes que apareixeran més endavant.
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3. Queé en saps de CRISPR, o de la terapia génica?
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2. Objectius

Els objectius d’aquesta practica son els seglients:

a) Familiaritzar-se amb el limfoma i altres tipus de tumors

b) Entendre com funciona I’ADN i les translocacions,
principal mutacio dels limfomes.

c) Aprendre el funcionament de l'edicié genica per
CRISPR-Cas9.

d) Coneixer algunes eines bioinformatiques.

e) Aprendre a fer i analitzar un gel d’electroforesi
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3. El limfoma i les translocacions

El nostre organisme esta format per molts tipus de cél-lules diferents, que s’organitzen formant
organs i teixits, i que ens permeten fer les nostres funcions vitals. Les cel-lules creixen i es
divideixen de manera controlada gracies a I’ADN, el material geneétic que contenen a l'interior del
nucli. 'ADN és com el llibre dels organismes, ja que aporta tota la informacié necessaria perquée
les cel-lules puguin viure, créixer i funcionar, i és el que determinara les nostres caracteristiques.

[\l
Chromosome a
3

Cell

Font: Django-wiki

L’ADN esta format per quatre nucleotids: adenina (A), timina (T), guanina (G) i citosina (C), units
formant la cadena de DNA. Dues cadenes d’ADN s’uniran de manera complementaria, és a dir,
'As’uneixalaT,ilaGalaC,ilesduescadeness’enrotllaran sobre si mateixes formant una helix,
i a mesura que I’hélix es vagi condensant, és formaran els cromosomes.

Quan les cel-lules es divideixen, I’ADN es duplica, de manera que cadascuna de les copies passi a
cada cél-lulafilla. Pero aquest procés de duplicacio de I’ADN dona lloc a errors, també anomenats
mutacions. Aquests errors son molt abundants, i la majoria sén corregits o eliminats pel nostre
propi cos. Les alteracions de ’ADN poden ser de dos tipus diferents:
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. Pérdua de funcié
Alteracions o
. . El gen deixa d’expressar-se
geniques —
Guany de funcié
Afecten un sol gen
El gen se sobreexpressa
.. Poliploidia
Numeriques . P
. Més de dos cromosomes d’un tipus
Canvien el nombre de >
Aneuploidia
cromosomes
Falta algun cromosoma
Alteracions Delecions
cromosomiques S’elimina una part del cromosoma
Afecten una part del Duplicacions
Estructurals .
cromosoma o Es duplica una part del cromosoma
Canvien I'estructura del .
Insercions
cromosoma . . ,
S’insereix una part d’'un cromosoma a un altre
Translocacions
S’intercanvien dos fragments de dos cromosomes diferents

Quan el nostre cos no és capac de corregir o eliminar aguestes mutacions, poden originar un mal
funcionament de la cel-lula, que les portara a créixer en excés i sense control formant el que
anomenem tumor. Els tumors poden ser:

e Benignes: les cel-lules segueixen mantenint
una part de la seva identitat cel-lular, i no es

Lymphoma

Lymph node

disseminaran.

e Malignes: les cél-lules han mutat tant que han
perdut la identitat cel-lular. També els
coneixem com a cancer, i tenen la capacitat de
disseminar-se a altres teixits, originant

metastasis.

Depenent de quines sén les cel-lules a partir de les Blood vessels

quals s’origina el tumor, podem trobar diferents tipus
de cancers. En el cas del limfoma, és un tipus de cancer
qgue s’origina als ganglis limfatics a partir dels limfocits,
gue son cel-lules del sistema immunitari. Hi ha dos
tipus de limfocits, B i T, pero els dos tenen una funcié .
bd
en comu: detectar agents externs al nostre organisme . . e
ymphatic system ©2023
i iniciar una resposta immunitaria contra aquest.

Lymphocytes
(white blood cells)
that mutate into
cancer cells
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Els limfocits tipus B son els encarregats de generar anticossos especifics per detectar i unir-se a
I’agent extern que ha entrat a I'organisme. Per tal que els anticossos siguin especifics, els limfocits
B pateixen un procés anomenat recombinacio de la regié VDJ. Aquesta regio esta formada pels
gensV, DiJ, localitzats al cromosoma 14, que es tallen, es delecionen i s’insereixen, fins a originar

Before translocation After translocation combinacions Uniques. Per0 aquest procés pot
comportar moltes mutacions deficitaries pels

Derivative . . s . .
Chromosome 20 chromesome 20  |[imfocits, que fa que no sobrevisquin. En alguns
casos, pero, els limfocits poden contenir mutacions
|j{> que els fan créixer més que la resta de cel-lules, i

enlloc de morir, creixen descontroladament

generant limfoma. La gran majoria de limfomes

berlvative estan caracteritzats per contenir translocacions en
Chromosome 4 els seus limfocits, que sén un dels causants del

Chromosome 4 desenvolupament del tumor.

Font: Wikimedia Commons

Depenent de quins cromosomes estiguin involucrats en la translocacid, el tipus de limfoma
canviara. Per exemple, en el cas del limfoma de cel-lules del mantell, el cromosoma 14 transloca
amb el cromosoma 11, que conté el gen de la Ciclina D1 (CCND1). Aquest gen s’encarrega de
controlar el cicle cel-lular, de manera que quan canvia de lloc i s’uneix al cromosoma 14, el gen
CCND1 es comenca a sobreexpressar, i la cel-lula creixera de forma descontrolada, generant el
tumor.

Actualment hi ha diverses maneres de tractar un tumor com el limfoma: extraient el gangli
limfatic amb una operacid, quimioterapia, radioterapia, transplantament de medul-la ossia, i fins
i tot noves terapies dirigides que lluiten directament contra les cel-lules cancerigenes. Tot i aixi,
aquestes terapies no funcionen en tots els casos, i no hi ha cap manera de revertir la mutacié o
d’evitar que torni a passar.

Pero a I'any 2012, una série de avencos cientifics van canviar la manera que teniem de pensar en
la genetica: el descobriment de CRISPR.
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Terapia genica: CRISPR-Cas9

L’any 2012, Jennifer Doudna i Emmanuelle Charpentier van publicar a la revista Science un article
demostrant com CRISPR-Cas9 podia utilitzar-se com una técnica d’enginyeria genetica per
modificar I’ADN. Es a dir, amb aquest métode es poden modificar els gens de qualsevol animal,
fins i tot els gens humans.

Perd com funciona CRISPR-Cas9? La paraula CRISPR prové de Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats, i fa referencia a unes seqiiencies d’ARN repetitives que es van
identificar en els bacteris, i que els serveix per identificar I’ADN de virus i evitar la seva infeccio.
Les moléecules d’ARN s’uneixen a una proteina anomenada Cas9, que funciona com unes tisores.
Un cop s’ha format el complex CRISPR-Cas9, I’ARN s’uneix a I’ADN del virus, i Cas9 el talla, de
manera que aconsegueixen inactivar el virus.

Doudna i Charpentier van aconseguir utilitzar aquest métode al laboratori, per poder detectar i
tallar qualsevol gen de qualsevol organisme. Per fer-ho, necessitem:

1. Un ARN guia: aquesta moléecula conté una seqliencia complementaria al gen que vulguem
editar. D’aguesta manera, I’ARN es pot unir a ’ADN.
2. La proteina Cas9: és I'encarregada de tallar I’ADN, un cop I’ARN guia porti la proteina cap al
lloc indicat.
3. La seqiiéencia PAM:
I’ARN guia necessita una s
seqUéncia de 3 Matching sequence
.. genome
nucleotids concrets sequence
(NGG) per detectar
I’ADN, que es localitzin
just al final de Ia
. . Genomic
seqliencia DNA
complementaria. Sense l
la seqiiéncia PAM, I’ARN HHHE
guia no es podra unir a
I’ADN.

Guide RNA

rrrrrrrrreenm FTTererenrerinl
LULLLLLLLLLLLLL] LLLLLALLLLLL] )]

Font: https://www.moleculardevices.com/applications/gene-editing-with-crispr-engineering
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Aguest trencament de I’ADN pot tenir diferents efectes, perd en general, s’utilitza per:

- Trencar el gen per complet, de manera que queda silenciat i no s’expressa.
- Inserir una altra seqtiéncia d’ADN al lloc del tall, de manera que modifiquem la seqliencia
de I’ADN.

A vegades, pero, I’ARN guia pot unir-se a altres regions de I’ADN que no és la que haviem escollit.
Aix0 s’anomenen “off-target effects”, i podrien tenir conseqiiencies desastroses per I'organisme.
Per tant, encara no és un sistema del tot segur, i per aixo no s’utilitza com a tractament.

Perdo quée podriem aconseguir amb CRISPR? Podriem canviar les mutacions i curar el cancer?
Podriem també canviar altres gens, per fer-nos més forts, més intel-ligents o per escollir com
volem que sigui la nostra descendéncia? Fins on podriem arribar? Aquests dos videos us ajudaran
a entendre millor la técnica i les seves utilitats.

The CRISPR-Cas9 system

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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4. Hipotesis i prediccions
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El nostre pacient té limfoma de cél-lules del mantell, que conté la translocacié t(11;14) i
sobreexpressa el gen de la Ciclina D1 (CCND1). Cap dels tractaments habituals han funcionat.
Sabent aixo, i ara que ja entenem com funciona la terapia genica, com podriem utilitzar-la com a

tractament?

Es important que els estudiants pensin quina terdpia es podria fer i perqué, per demostrar que
han entes la teoria i que poden imaginar-se com aplicar-ho (aprox. 15 min.).

Tractament

Que és?

Avantatges

Inconvenients

Quimioterapia

Injeccié de medicaments i
altres quimics per
destruir rapidament les
cel-lules que proliferen,
com les cancerigenes. Es
pot inocular de manera
intravenosa o amb
pindoles.

Es destrueixen totes les
cél-lules, de manera que
eliminarem el tumor amb
una alta probabilitat, i
independentment de les
mutacions que contingui.

Pel mateix motiu, com que
elimina totes les cél-lules,
tant les sanes com les
tumorals, tindra molts
efectes secundaris. Té una
alta toxicitat per
I'organisme.

Terapia de radiacié

S’utilitza rajos d’alta
energia, com rajos X i
protons, per destruir les
cel-lules cancerigenes per
radiacio.

Igual que la quimioterapia,
destruira les cél-lules
cancerigenes
independentment de les
seves mutacions.

Té molts efectes
secundaris i no distingeix
entre cel-lules sanes i
tumorals.

Trasplantament de
medul-la ossia

S’insereixen cel-lules
mare de la medul-la Ossia
d’un donant sa, que
reconstruiran la medul-la
ossia del pacient

Tenen un alt percentatge
d’exit

Es necessita fer
quimioterapia i/o
radioterapia abans per
destruir per complet la
medul-la dssia del pacient.
Per tant, tindra també
molts efectes secundaris.
A més, es necessita trobar
un donant compatible.

Terapies
personalitzades/diana

Sén medicaments que es
dissenyen especificament
per atacar les cel-lules
cancerigenes del pacient.
Per exemple, la
immunoterapia feta amb
cél-lules CAR-T.

Tenen molt pocs efectes
secundaris, perque
detecten especificament
les cel-lules cancerigenes
del pacient.

Tenen un alt percentatge
d’exit perdo només entre
els pacients que tenen una
mutacio clau.

Sén molt cares perque s’ha
d’analitzar cada pacient.
Sén especifiques per
certes mutacions, de
manera que si alguns
pacients no tenen
aquestes mutacions, no
poden tractar-se amb
aquestes terapies.

Amgen TransferCiencia 2023

Anna Oncins Sunol
10



fcri AMGEN

Fundacio TRANSFER
Catalana pera C| ENGIA

la Recercaila
Innovacié

1. Com podriem fer servir CRISPR-Cas9 com a tractament per aquest tipus de limfoma?

Es podria eliminar el gen de la CCND1, que és el que esta sobreexpressat. Aquest tractament
no és real ni efectiu, pero serveix per plantejar-s’ho.

També seria correcte si diuen que es podria revertir la translocacid, tot i que és molt més dificil
de fer amb CRISPR.

2. Quins elements necessitariem?

Necessitariem ARN guia que detectin el gen CCND1, Cas9 per formar el complex ARN-Cas9,
ceél-lules del pacient on provar que funcioni.

3. Quins problemes creieu que podriem tenir?

Molts: efectes off-target, és a dir, que ataquem altres gens. Que ataquem a totes les cél-lules,
no només les cancerigenes, i que per tant generem molts efectes secundaris al pacient. |
sobretot, que no podem fer CRISPR a totes les cél-lules del pacient. S’hauria de fer en céel-lules
mare i fer un transplantament d’aquestes céel-lules, cosa que comporta encara més dificultats.

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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5. Disseny de I'experiment

El pacient a qui estem analitzant té una sobreexpressié del gen CCND1. Per provar un nou
tractament experimental, intentarem silenciar aquest gen fent servir CRISPR-Cas9. Per fer-ho,
hem de seguir aquests passos:

1. Dissenyar els ARN guia. Un dels elements més importants de CRISPR-Cas9 sén els ARN
guia. Sense aquests, no podriem dirigir la nostra terapia al gen d’interes, que en aquest
cas és la CCND1. Aquest disseny es fa de manera bioinformatica.

2. Dur a terme CRISPR-Cas9. La terapia genica amb CRISPR-Cas9 es fara en un laboratori
extern, perque és molt complicat, amb cél-lules del pacient que estan en cultiu. Al cap
d’unes quantes hores, ja podrem saber si la técnica ha funcionat.

3. Extreure ’ADN. Per veure si CRISPR-Cas9 ha funcionat, necessitem extreure I’ADN de les
cel-lules del pacient. A més, 'ADN és massa petit per veure’l a simple vista, de manera
gue necessitem fer una PCR per amplificar el material genétic. La PCR és com una maquina
fotocopiadora que ens permetra tenir el mateix ADN en moltes quantitats. Aixo també es
fara en un laboratori extern, i ens portaran I’ADN a nosaltres perqué analitzem els
resultats.

4. Ferun gel d’electroforesi. L’ADN no es pot veure a simple vista. Per aix0, hem de preparar
un gel d’agarosa, que és un gel amb porus on les mostres d’ADN poden cdrrer mogudes
pel corrent eléctric. Aixi, les molécules més petites es mouran més rapid i cauran més
avall del gel, mentre que les més grans quedaran més amunt. Aix0 ens permet separar les
molecules d’ADN per la seva mida, i veure en quines d’elles hem pogut tallar el gen de
manera eficient.

Es pot fer plantejar als estudiants quins passos farien abans de llegir-los. Es més estimulant per
ells, pero potser massa dificil si no han sentit a parlar mai d’aquests conceptes (aprox. 15 min.).

Quins resultats esperes obtenir i per quée?

Amgen TransferCiéncia 2023 Anna Oncins Sufiol
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6. Protocol bioinformatic

Cada estudiant necessita un ordinador per treballar. L’activitat es pot fer en grups si no hi ha
ordinadors per tothom. Esta bé comencgar la part practica (bioinformatica) el primer dia de
I'activitat, perque la part de laboratori és més llarga.

La part practica consisteix en buscar el gen CCND1 a UCSC i generar els ARN guia utilitzant
CHOPCHOP. Permet fer més visible el que farem al laboratori. Les preguntes posteriors serveixen
per ampliar el temari a gust i nivell de la classe. Per exemple, es pot explicar les parts dels
cromosomes, com es mesura I’ADN, etc. Temps aprox.: 30 min.

1. Observacio del gen CCND1

Per tal d’aplicar la tecnica de CRISPR, necessitem dissenyar els ARN guia que detectin el gen de
la CCND1, amb eines bioinformatiques. Segueix els passos seglients i contesta les preguntes.

1. Obre una finestra d’internet i busca UCSC Genome Browser Home. Aquesta pagina web
ens permet visualitzar els nostres cromosomes i tots els gens que hi ha.

2. Adalt al’'esquerra, clica a “Genomes” i després a “Human CRGh38/hg38”. Aquesta és la
ultima versié de I’ADN huma que s’ha seqienciat.

3. Alcercador, escriu “CCND1” i prem a “go”. Aix0 et permetra trobar el gen de la ciclina D1
i analitzar-lo. Contesta les preguntes seglients sobre aquest gen:

A quin cromosoma esta localitzat el gen CCND1?

Quina longitud té aquest gen? Ho pots escriure en bp, que sén parells de bases de nucleotids.

Quines coordenades té la CCND1?

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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2. Generaciod dels ARN guia
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Un cop sabem tot el necessari sobre el gen de la CCND1, anem a dissenyar 5 ARN guia diferents,
per veure quin d’ells funciona millor. Com que CRISPR és una tecnica amb molts “off-target”, hem
de fer diverses proves. Segueix els passos segiients i contesta les preguntes a continuacio.

1. Obre una finestra d’internet i busca CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/).

2. Escriu el gen diana (target), 'espécie on volem fer CRISPR (humana), quina técnica volem
fer servir i amb quina finalitat (knock-out). Knock-out significa que volem suprimir el gen.
Tot seguit, clica a “Find target sites”.

3. Quin son els 5 millors ARN guia? Quina eficiencia tenen? Comprova que es localitzin en el
teu gen d’interes. Quina és la seqliéncia PAM que detecta cadascun dels ARN guia?

Seqiiéncia ARN guia Eficiencia Localitzacid Seqiiéncia PAM
GTGTTCAATGAAATCGTGCGGGG 71.43 chr11:69643884 | GGG
TGTTCCTCGCAGACCTACGGAGG 68.74 chr11:69643022 | AGG
GGTTGGCATCGGGGTACGCGCGG 61.43 chr11:69641355 | CGG
GCGACGATCTTCCGCATGGACGG 56.71 chr11:69641473 | CGG
ATCGGGGTACGCGCGGCGGATGG 42.07 chr11:69641348 | TGG

Ara que ja teniu els 5 candidats, aquesta nit aplicarem CRISPR-Cas9 en 5 mostres diferents del
pacient, cada mostra amb un ARN guia diferent. Després, extraurem I"ADN i I'amplificarem per
PCR en un laboratori especialitzat. L'endema al mati, us portarem les mostres d’ADN perquée
pugueu comprovar quins ARN guia han funcionat.
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7. Protocol experimental

Si dona temps el dia anterior, és millor fer una ullada al protocol abans d’anar al laboratori. La
practica és llarga, aixi que si el segon dia ja esta preparat millor. La classe es divideix en 4 grups
(o més si son molts, maxim 6 grups, depenent del kit). Explicacio de la part practica: aprox. 10
min.

El dia anterior vam dissenyar els elements necessaris per fer CRISPR-Cas9, i els vam enviar a un
laboratori especialitzat. Aquest laboratori va aplicar la terapia génica a les cel-lules del pacient en
cultiu, va extreure el seu ADN i el va amplificar fent servir PCR. Ara, ens tornen les mostres d’ADN
amplificat, i nosaltres hem d’analitzar quins dels nostres ARN guia han funcionat per eliminar el
gen CCND1.

Per fer-ho, utilitzarem el kit EDVOTEK (“Using CRISPR to treat cystic fibrosis”), on hem de seguir
tres passos: preparar el gel d’electroforesi, cérrer les mostres i tenyir el gel per visualitzar I’ADN.
Abans de comencgar, pero, tingues en compte aquests punts!

/ Punts a tenir en compte quan treballem al laboratori \

1. Hem de portar guants i bata per no cremar-nos ni tacar-nos amb reactius que poden ser
perillosos
2. Hem de vigilar amb els elements que escalfem. Poden bullir i equitxar-nos.
3. Vigileu amb I'equip electric.
4. Ens hem de rentar les mans i el material del laboratori sovint, i sobretot després d’acabar
la practica
\5. Anoteu tot el que passi durant I'experiment! Pot ser clau per entendre els resultats. /
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Material Les pipetes, puntes i aparells d’electroforesi son proporcionats per la FCRI. La resta
(provetes, matrassos, cubetes i microones), ha d’estar a I’escola.

 —— %
&
400 A
. \ Vs
\ N
- \ .
\:% N "
Proveta graduada Matras Erlenmeyer Pipetes Puntes

Aparell d’electroforesi Cubetes de plastic

Font: Lab Comercial, Lab Comercial, Hawach Scientific, AP Medical, Quirumed, Auxilab

Reactius Tots els reactius venen amb el kit, excepte I'aigua destil-lada, que I’ha de portar I'escola.

- Aigua destil-lada

- Tampo d’electroforesi 50x
- Agarosa

- Mostres d’ADN

- Marcador de pes molecular
- Tint FlashBlue 10x

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
16




T AMGEN
Fundacié

TRANSFER
Catalana per a CIENCIA
la Recercaila

Innovacié

Procediment I. Preparacié del gel d’agarosa Aprox. 10 min. per I'explicacio i per fer els calculs.

La practica durara aprox. 20 min. Després hi ha un temps d’incubacio de 20-30 minuts, durant els
quals anirem explicant la segiient practica.

2. / : 3, 1:00 4.

Agarose

. =

Caution! Flask will be HOT!

Concentrated
buffer

Distilled
water

7.

i

Font: Kit Edvotek — “Using CRISPR to treat cystic fibrosis”

1. Dilueix el tampd d’electroforesi 50x amb aigua destil-lada, fins que estigui a 1x, en una
proveta. Necessitarem 150 ml finals de tampd 1x.

Calculs
1x
150 ml - T0x 3mltampé —» 150 ml — 3 ml = 147 ml aigua

2. Barrejal’agarosa en pols amb el tampd d’electroforesi 1x en un matras de 250 ml. Tingues en
compte que I'agarosa ha de tenir una concentracié final del 0.8%, i el gel té un volum final de

45 ml.

Calculs

0,8% - 45 ml = 0,36 g agarosa — enrasar amb tampo 1x fins als 45 ml.

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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3. Per dissoldre I'agarosa, bull la solucié posant-la al microones durant 1 minut. Amb compte,
treu el matras i remena. Si no s’ha dissolt del tot, continua escalfant la solucié durant 15
segons i repeteix el procés fins que es dissolgui tota I'agarosa. La solucid hauria de ser
transparent com l'aigua.

4. Refreda I'agarosa fins als 60°C aproximadament mentre anem remenant el matras.

5. Mentre 'agarosa es refreda, munta la cubeta amb els plastics negres dels extrems ben
pressionats, i la pinta a sobre, tal i com es veu en el dibuix.

6. Aboca la solucié d’agarosa a la cubeta i deixa-ho refredar per complet. La solucié trigara uns
20 minuts a solidificar.

Mentre esperem que el gel solidifiqui, anirem preparant el material pel seglient pas i aprendrem
a fer servir la pipeta.

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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Procediment Il. Electroforesi de les mostres d’ADN Durant el punt 6 de la part anterior,
expliquem la part practica i aprenem a fer servir la pipeta. Ho preparem tot per anar més rapid
un cop el gel sigui solid (aprox. 15 min de muntatge, i 10-25 min d’espera).

10.

11.

12.

POUR
1X Diluted
Buffer.

Font: Kit Edvotek — “Using CRISPR to treat cystic fibrosis”

Un cop el gel ha solidificat, extraiem els plastics negres i la pinta de la cubeta. Mantenim el
gel sobre la cambra que I'aguanta perqué no se’ns trenqui.

Posem el gel a la cambra (encara amb el plastic de suport), i ho cobrim amb tampd
d’electroforesi 1x fins que quedi tot cobert.

Pipetegem les mostres individualment dins de cada pou. No cal treure la tapa de les mostres,
es pot punxar directament amb la punta de la pipeta. Recorda canviar la punta cada cop que
canvies de mostra!

Posa la tapa de la cubeta i comprova que la orientacid és correcte. El pol negatiu (negre) ha
de quedar a la zona on has posat les mostres, ja que aquestes correran des del pol negatiu
fins al pol positiu (vermell).

Connecta els cables a cada eléctrode de la cubeta, també vigilant que els colors siguin els
adients. Inicia el corrent eléctric entre 100 i 150 volts (depenent del temps que tinguem).
Veurem que funciona correctament si veiem bombolles al tampd, que ens indiquen que hi ha
corrent eléctric. Vigila sempre on estan les mostres, que no corrin massa i surtin del gel!

Un cop I'electroforesi s’ha completat (més o menys quan el marcador es troba a més de 3cm
de l'inici), podem apagar el corrent eléectric i treure el gel de la cambra. Mentre les mostres
corren (entre 10 i 40 minuts), prepararem els passos seglients i fem els calculs.

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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Procediment lll. Tincid del gel i visualitzacié de les mostres Mentre les mostres corren pel gel,
fem els calculs i preparem el tampo FlashBlue 1x. Preparem les cubetes, I'aigua calenta i tot el
material. La practica durara aprox. uns 30 min.

DILUTE

2 3 1X FlashBlue™
. . Stain Solution

10 mL
10X FlashBlue™
Stain

warm warm
%water S o % water 6
> - —
__ - ___
" —

*1'(_—-1'_;@, 7 = !/ _ @

RINSE DESTAIN VISUALIZE

Font: Kit Edvotek — “Using CRISPR to treat cystic fibrosis”

1. Diluim el tint del gel (FlashBlue) a 1x amb aigua destil-lada. Necessitarem uns 100 ml de tint.

Calculs

1x
100 ml - Tox 10 ml FlashBlue — 100 ml totals — 10 ml FB = 90 ml aigua

2. Extraiem el gel del suport i el posem en una safata neta.

3. Cobrim el gel amb el tint 1x durant 2-3 minuts. Per obtenir millors resultats, podem col-locar
la safata en una balan¢a en moviment, o anar-la agitant nosaltres.

4. Al cap de 3 minuts com a maxim (si ho deixem més temps, necessitarem més temps per
destenyir-lo), tornem el tint al matras per reutilitzar-lo. Cobrim la safata amb aigua tébia (40-
45°C) i ho deixem durant 20-30 segons.

5. Canviem l'aigua per aigua neta i tebia també, i ho deixem entre 5 i 15 minuts mentre ho
agitem. Podrem observar les bandes d’ADN a partir dels 5 minuts. Si canviem I'aigua sovint i
ho agitem, millorarem els resultats.

6. Extraiem el gel amb molta cautela i observem les bandes a contrallum. Si posem una llanterna
o un sistema de llum blanca, les podrem veure millor.

Amgen TransferCiencia 2023 Anna Oncins Sufiol
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8. Interpretacid dels resultats

1. Dibuixa o enganxa una fotografia dels resultats que hem obtingut. Aquesta part es pot fer al
final de la practica si dona temps o un altre dia a I’escola.

1 2 3 4 5 6

4300 pb
3000 pb

1300 pb

2. Queé creus que vol dir cada resultat? Quins ARN guia faries servir?

A la columna 1 hi tenim el marcador, que ens indica el pes molecular de les mostres.

Els ARN guia 1, 3i 5 (columnes 2, 4i 6), no han funcionat, ja que I’ADN té el pes original
(4300 pb). En canvi, els ARN guia 2 i 4 (columnes 3 i 5), si que han tallat el gen de la CCND1.
Podem veure-ho perqué el fragment és més petit (3000 pb), i el fragment del gen que hem
tallat es pot veure més avall (1300 pb).

3. Creus que funcionaria aquest metode com a tractament del limfoma? Per qué creus que no
es fa servir aquest meétode per curar qualsevol tipus de cancer?

Seria un tractament efectiu per reduir els nivells de CCND1. Tot i aixo, hi ha diferents problemes:

1. Reduim la CCND1 a totes les cél-lules, de manera que no podran dividir-se, ni les cél-lules
tumorals ni les sanes.

2. No podem aplicar el tractament a totes les cel-lules del pacient. Hauriem de fer-ho en cél-lules
mare i fer un trasplantament.

3. La CCND1 no és I'unic gen afectat. En un cancer, hi ha molts gens i moltes vies afectades, i si
arreglem la CCND1, potser una altra via empitjora. Es com una fuita d’aigua: quan tapes un
forat, 'aigua surt per un altre costat.
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4. Ara, en grups, debatrem sobre els avantatges i els inconvenients de la terapia genica.
a. Quins avantatges creieu que té la terapia genica?

Podem veure com funcionen els gens, perque si els tallem, veiem quines vies s’alteren.
Podem modificar organismes, evitar malalties en embrions, estudiar el desenvolupament
de les espécies, arreglar mutacions...

b. linconvenients?

Hi ha dos inconvenients principals, pero en poden pensar molts més:

- Hi ha off-target effects que no sabem com funcionen ben bé, ni com evitar-ho. El fet d’haver
provat sempre la técnica en cultiu i no in vivo en persones fa que no sapiguem quin efecte total
podria tenir. A més, és dificil poder estudiar I'efecte general, perqué pot afectar en moltes vies
diferents.

- Problemes étics: fins on podriem modificar un organisme? Seria étic escollir quins gens volem i
canviar-los en els embrions? Podriem seleccionar el que ens interessi més? Podriem canviar-nos
els gens per fer-nos més forts, més intel-ligents o més artistics?

c. Escriviu la conclusié del vostre grup i altres idees interessants.

Per incentivar el debat, aqui tenim diferents propostes per al professorat:

- Mini serie de “Antinatural selection”. Esta a Netflix, pero es basa en conspiracions i la visio negativa
de CRISPR.

- Documental “Human Nature” (https://montoliu.naukas.com/2020/05/30/human-nature/), a Netflix
també, és una mica més realista que I'anterior i parla de la part més positiva de I’edicid génica.

- Aqui hi ha una noticia de debats que es fan al PRBB per parlar de temes de ciencia i etica:
https://ellipse.prbb.org/es/aspectos-eticos-de-crispr-un-debate-necesario/
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- Explicacio de CRISPR de manera dinamica per la Youtuber Hiperactina:
https://www.youtube.com/watch?v=UaxrYWCyLdY&ab channel=LaHiperactina

- Eina per plantejar debats: https.//wordgen.serpmedia.org/assets/developing discussions.pdf.
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