fcri AMGEN

Fundacié TRANSFER
Catalana per a CIENCIA
la Recercaila

Innovacié

CRISPR: ;Cémo gestionamos la
revolucion del futuro?

Fuente: James Steinberg

Estos materiales didacticos son para uso docente y de investigacion.
Queda prohibida su comercializacion o modificacidon.
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1.1. Hace apenas dos afnos que salisteis de la carrera, y os encontrais trabajando en
una empresa biotecnoldgica en Cataluia llamada GACT Biotech. Un buen dia, os
llegan noticias de que la junta directiva ha decidido empezar un nuevo proyecto
basado en la modificacién de embriones mediante una técnica nueva y revolucionaria
llamada CRISPR/Cas9. Esta tecnologia parece tener el potencial de, por primera vez
en la historia de la biologia, permitirnos modificar el genoma humano con relativa

facilidad, fiabilidad, y de manera econdémica. Responde a las siguientes preguntas:

1. ¢Cbomo funciona la técnica de CRISPR/Cas9?

2. ¢Qué ventajas e inconvenientes tiene esta técnica?

3. Esta técnica se ha llevado a cabo en humanos?

4. ¢Qué dilemas éticos se pueden derivar del uso de esta tecnologia?
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1.2. Por el que escuchais en la oficina, parece claro que el objetivo de la empresa es
ofrecer un servicio que permita la modificacion genética de embriones con CRISPR/
Cas9, tanto para evitar enfermedades genéticas hereditarias como para escoger
ciertas caracteristicas fisicas o cognitivas a deseo de los padres (lo que se conoce
como “ninos a la carta”). Cuando los rumores se confirman, unos cuantos decidis
reuniros y reflexionar seriamente sobre las implicaciones éticas de esta aplicacion
biotecnolégica. Algunos ponen sobre la mesa la posibilidad de abandonar la empresa,

mientras otros parecen bastante decididos a seguir en el nuevo proyecto...

e Leed la carta que os daran y reflexionad sobre las preguntas. Podéis apuntar
vuestras ideas o argumentos en el recuadro de la pagina siguiente. Tenéis 10

minutos para llevar a cabo esta tarea.

e Una vez hayais acabado, los que tengais la misma ficha reunios en grupos y poned
en comun, durante 10 minutos, vuestros puntos de vista. Apuntad las ideas o
argumentos que vayais tratando y consensuando en el recuadro de la pagina

siguiente.

e [Escoged un representante para que haga una introduccion al resto de grupos sobre
el caso que habéis tratado y la discusién grupal que habéis mantenido,
mencionando brevemente los puntos de vista y posiciones éticas que han surgido

durante la puesta en comun.

o Cuando todos los grupos hayan acabado, jempezara el debate a nivel clase!
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e Espacio para las ideas o argumentos de la primera reflexion individual:

Espacio para las ideas o argumentos de la reflexion grupal:
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e reconocer la parte de 2. EI ARN se une a las

que queremos editar. proteinas Cas y dirige
el trabajo de estas

tijeras moleculares.

3. Las tijeras Cas, guiadas por
el ARN, buscan la secuencia
especifica y la cortan.

A continuacion, se puede
silenciar el gen que nos interesa...
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H ...0 repararlo con un fragmento
modificado de ADN
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APLICACIONES

Cambigs

Industria ecolégicos
alimentaria La modificacion de

En agricultura transgénica,
evitaria muchos de
los antiguos fallos.

Investigacion y ’/\
biotecnologia

Ya se han corregido enfermedades

en ratones adultos y se han modificado
embriones de monos para evitarles dolencias.
CRISPR permite investigar enfermedades
que antes apenas podian estudiarse.

poblaciones enteras
W de mosquitos podria
oy ) < 3
— prevenir la malaria.
//,-’ 7 \./\

Medicina

La terapia génica con CRISPR,
probada en animales de
laboratorio, permitiria corregir
genes defectuosos ligados a
enfermedades humanas y
disenar estrategias contra

el cancer.

Edicion de embriones humanos

" Cientificos chinos ya han probado que es viable, aunque
la técnica no es del todo segura y despierta conflictos
éticos.

Fuente: Asi funciona CRISPR, la herramienta de edicién del ADN. José Antonio Pefia/Agencia SINC
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2.1. A pesar de vuestras reservas éticas, decidis continuar en la empresa. Al cabo de

unos meses, llegan a vuestro laboratorio muestras de tejido procedentes de los

primeros pacientes sometidos a terapia génica. Ahora, vuestro trabajo consiste en

identificar las muestras y comprobar si el gen de interés ha sido modificado con éxito o

si, por el contrario, hemos provocado mutaciones no deseadas. Empezamos con la

extraccién de ADN de las muestras. Tenéis todos los reactivos y material necesarios

para llevar a cabo vuestra tarea. El apartado "Ayuda” os facilitara el disefio de vuestro

protocolo. jA trabajar!

-

= nnAnint It

MUESTRA Y MATERIAL \

/
Muestra Pipetas y puntas Tubos 1,5 ml Temporizador /
/ REACTIVOS Y DISOLVENTES \
g oy
£ NN = =
=5 ‘@, =
o= ﬂ'}.{: =
‘\\; j/ﬁ‘ \\\‘ — / /
‘\// \\//
Solucién de lisis con Etanol frio (-20 °C) Solucion de acetato H,O
k sales y detergentes de sodio (NaAc) /
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Ayuda: Tenéis que tener en cuenta que una muestra de ADN en solucién acuosa
precipita si agregamos cationes y alcohol. Primero, los cationes neutralizan las cargas

negativas del ADN. Después, el alcohol provoca una disminucion en la solubilidad del

Ficha de trabajo para el alumno

ADN que, presencia de altas concentraciones de sales, precipita.

Orden

Paso del protocolo

Justificacion
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Protocolo experimental

Anadir 1ml de “Solucién de lisis” al pellet de células y resuspender con la pipeta.
Incubar 10 min a temperatura ambiente.
Anadir a la muestra una décima parte de su volumen (V/10) de solucién de acetato

de sodio (NaAc) y agitar por inversion.

Calculos:

4. Precipitacién con etanol frio. Adadir 3 veces el volumen inicial (Vi - 3) de etanol frio.

Mezclar lentamente por inversion.

Calculos:

Pescar el ADN y resuspender con la pipeta en 1 ml de Hz20.
Debido a que la molécula de ADN obtenida es muy larga, es necesario incubar a 55
°C durante 10 min. para una completa resuspension en el H20 (puesto que la

temperatura aumenta la solubilidad). Utiliza el siguiente material:

~

Extraccion Bafio de agua Flotador

k de ADN /
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Preguntas y conclusiones

o Alfinal de la practica, ¢ qué has observado? ;Qué es lo que ha causado el
resultado final?

e ¢ Qué tendria que pasar si hubieras llevado a cabo el ultimo paso de la

precipitacion con agua fria en vez de etanol?

e Sino hubieras hecho el primer paso de lisis, qué crees que habria pasado?

e ¢ Crees que este protocolo funcionaria con un cabello? ;Y con una célula vegetal?

e Existe un protocolo de extraccion de ADN parecido que utiliza agua con sal, jabon
lavavajillas y etanol. Relaciona estos componentes con los que has utilizado en

esta practica.

e En el precipitado final, ;obtenemos solo ADN?
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2.2. Una vez tenemos todo el ADN extraido, el siguiente paso para comprobar si la
terapia ha funcionado es amplificar el gen de interés. Esta amplificacion —es decir,
tener muchas copias Unicamente del gen que nos interesa— se hace mediante la
técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction). El producto resultante de la PCR, que
contiene millones de estas copias, se somete a una electroforesis para confirmar que
se ha amplificado el fragmento deseado. Sabremos si la PCR ha salido bien por la
medida molecular del fragmento amplificado, es decir, su “peso”. En nuestro caso,
como no tenemos el material para hacer una PCR, realizaremos la electroforesis con
el ADN gendmico que hemos extraido, y de esta forma confirmaremos que todo ha ido
bien durante la extraccion. Finalmente, este producto de PCR se enviara a secuenciar.

Asi pues, jempezamos a preparar la electroforesis!

Muestra, maerial y reactivos

Muestra de Pipetas y puntas Tubos 1,5 ml Gel de agarosa 1% +
ADN que . colorante
hemos extraido fluorescente SYBR
en ell paso green
anterior
—
o)
22
TBE \7
Solucién Marcador peso Colorante
Cubeta y fuente de a6 TBE molecular Orange
. ampon
electroforesis I kilobase (1kb) 5X
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Ayuda: La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de
ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteinas) por su peso molecular y carga
eléctrica. La electroforesis consiste en aplicar una corriente eléctrica a través de un gel
que contiene las moléculas de interés. Debido a que todas las moléculas de ADN
tienen la misma cantidad de carga por masa (es decir, dos cadenas de ADN de la
misma longitud —pero secuencia diferente— tendran siempre la misma carga), la
electroforesis en gel separa los fragmentos de ADN unicamente por su medida. Por lo
tanto, la electroforesis nos permite ver qué grandes son los fragmentos de una
muestra. Ademas, si a uno de los pozos del gel afiadimos una "escala" estandar de
fragmentos de medida conocida (lo que se denomina un marcador de peso molecular),
podemos determinar la medida absoluta de los fragmentos de ADN de nuestra
muestra.

A continuacion, os mostramos un ejemplo de revelado de un gel de electroforesis de
una muestra de ADN amplificada utilizando PCR. En la columna de la izquierda, es
decir, en el primer pozo, vemos como ha corrido el marcador de peso molecular
(“Marker”). Los numeros indican la medida de cada uno de los fragmentos del
marcador (2.000 pares de bases, 1.000 pares de bases, ...). Fijaos que los fragmentos
mas pesados han “viajado” menos. En la columna de la derecha podemos ver como ha
corrido la muestra... ¢ sabriais decir, aproximadamente, qué longitud tiene el fragmento

amplificado? Marker 1
2000 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp,
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Protocolo experimental

1. Afiadir en un tubo de 1.5 ml:
- X cantidad de muestra (extraccion de ADN)
- X cantidad de colorante Orange G 5x (tener en cuenta que la concentracion final

tiene que ser 1x)

Para tener un volumen final de 30 pl.

Calculos:

2. Preparacion de la cubeta de electroforesis: montaje del gel de agarosa e incorporacion de

la solucion tampoén TBE (se realizara en comun con el grupo clase).

3. Cargar al primer carril del gel 3 ul del marcador de peso molecular de 1 kb (este paso

solo lo llevara a cabo uno de los grupos).

4. Cargar en el gel 20 ul de la disolucién anterior (muestra + Orange G) en el carril del gel que
corresponda a cada grupo.

Marcador peso

molecular Muestras

I /1IN

—] [s] [ [—

©

®

5. Programar la fuente de electroforesis a 100 voltios durante 20 minutos.

6. Visualizacion del gel de electroforesis mediante una lampara de luz ultravioleta (UV).

Creado por Enric Navas y Erica Hurtado Programa Amgen TransferCiencia 2019-2020
12



AMGEN

et . = TRANSFER
Fund Ficha de trabajo para el alumno SIENCIA

Catalana per a
laRecercaila
Innovacié

Una vez los fragmentos de ADN se han separado, podemos examinar el gel v,
cogiendo como referencia el marcador de peso molecular, saber el peso de las
muestras que hemos cargado. En nuestro caso, el gel de agarosa esta preparado con
un compuesto fluorescente llamado SYBR Green que se asocia a las moléculas de
ADN. Asi, podemos visualizar las bandas de ADN con una lampara de luz ultravioleta.
En nuestro caso, como no disponemos de una lampara de luz UV, el docente se
llevara el gel para visualizarlo en el laboratorio y hacer una fotografia de los resultados
que llevara a la siguiente sesion. Una vez comprobada el éxito de la extraccion de

ADN, jes hora de enviar a secuenciar las muestras!
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3.1. Por fin han llegado los resultados de la secuenciacion de las extracciones de ADN
gendmico que enviasteis el otro dia. Los archivos que os han llegado estan en formato
FASTA. Este formato se utiliza para representar secuencias de nucleétidos y de
aminodacidos; veréis que el simbolo “>” se utiliza para indicar el nombre del gen o

proteina. Cada grupo recibiréis tres secuencias, correspondientes a:

1. La secuencia completa de la proteina wild-type, es decir, la que encontramos mas
distribuida en la poblacion.
El resultado de la secuenciacion del gen de interés antes de la terapia CRISPR.

Esta misma secuencia pero después de la terapia.

Vuestro jefe os ha pasado una plantilla con tres preguntas, gritandoos desde el
despacho “Quiero los resultados por ayer!”. Tendréis que trabajar con las secuencias
(alinear las secuencias de nucledtidos, traducirlas a proteina, interpretar los
resultados...) para contestarlas. Os iria muy bien utilizar dos recursos web muy
sencillos que utilizan rutinariamente los bidlogos moleculares. Uno es el software de
alineamiento de secuencias (podéis alinear tanto nucleétidos como proteinas, para
ver si dos secuencias su idénticas) que encontraréis en la pagina web de MUSCLE,
y el otro el de traduccién de nucledtidos a proteinas que encontraréisen ExPASy (con
esta herramienta podéis traducir a proteina la pauta de lectura de una secuencia de

nucledtidos). Las tres preguntas que tenéis que contestar son las siguientes:

e ¢Ha habido alguna modificacion de la secuencia de nucledtidos del gen después
de la terapia? En caso de que haya habido una modificacién, ;ha conseguido

producir la proteina deseada, es decir, la wild-type?

e Por lo tanto, ¢ha funcionado la técnica de CRISPR? Justifica la respuesta,
especificando, en caso de que no haya funcionado, qué ha pasado y cual tendria

que haber sido el resultado esperado.
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3.2. Una vez acabados los analisis, entregais los resultados al director, un poco
preocupados por las consecuencias legales y las repercusiones éticas que se puedan
derivar de ello. El dia siguiente, vuestro jefe parece estar “desaparecido en combate”,
y no se habla de nada mas a la oficina... La bomba no tarda mucho a explotar. Pasada
una semana, alguien de la empresa filtra a la prensa el fracaso de la mayoria de las
intervenciones. jQué revuelo! Un companero os comenta que esto se veia a venir vy,

cuando lo mirais desconcertados, os pasa una noticia reciente.

e Leed la noticia, reflexionad, y realizad un pequeno debate en torno a sus

implicaciones éticas.
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