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1.1. Fa tot just dos anys que vau sortir de la carrera, i us trobeu treballant en una
empresa biotecnologica a Catalunya anomenada GACT Biotech. Un bon dia, us arriben
noticies de que la junta directiva ha decidit comencar un nou projecte basat en la
modificacid d’embrions mitjangant una técnica nova i revolucionaria anomenada
CRISPR/Cas9. Aquesta tecnologia sembla tenir el potencial de, per primer cop a la
historia de la biologia, permetre’ns modificar el genoma huma amb relativa facilitat,

fiabilitat, i de manera econdmica. Respon a les seglients preguntes:

1. Com funciona la técnica de CRISPR/Cas9?

2. Quins avantatges i inconvenients té aquesta técnica?

3. Aquesta técnica s’ha portat a terme en humans?

4. Quins dilemes étics es poden derivar de I'is d’aquesta tecnologia?
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1.2. Pel que sentiu a l'oficina, sembla clar que 'objectiu de I'empresa és oferir un servei
que permeti la modificacid genética d’embrions amb CRISPR/Cas9, tant per evitar
malalties genétiques hereditaries com per escollir certes caracteristiques fisiques o
cognitives a desig dels pares (el que es coneix com “nens a la carta”). Quan els rumors
es confirmen, uns quants decidiu reunir-vos i reflexionar seriosament sobre les
implicacions étiques d’aquesta aplicacié biotecnoldgica. Alguns posen sobre la taula la
possibilitat d’abandonar 'empresa, mentre d’altres semblen forca decidits a seguir en el

nou projecte...

e Llegiu la carta que us donaran i reflexioneu sobre les preguntes. Podeu apuntar les
vostres idees o arguments al requadre de la pagina seguent. Teniu 10 minuts per

dur a terme aquesta tasca.

¢ Un cop hagueu acabat, els que tingueu la mateixa fitxa reuniu-vos en grups i poseu
en comu, durant 10 minuts, els vostres punts de vista. Apunteu les idees o arguments

que aneu tractant i consensuant al requadre de la pagina seguent.
e Escolliu un representant per a que faci una introduccio a la resta de grups sobre el
cas que heu tractat i la discussié grupal que heu mantingut, esmentant breument els

punts de vista i posicions étiques que han sorgit durant la posada en comu.

e Quan tots els grups hagin acabat, comencara el debat a nivell classe!
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o Espai per a les idees o arguments de la primera reflexié individual:

Espai per a les idees o arguments de la reflexioé grupal:
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1. Se construye un ARN guia capaz ARN guia

de reconocer la parte del ADN 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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APLICACIONES
Cambios
Industria ecoléglcqs
alimentaria La modificacion de
En agricultura transgénica, poblaciones enteras
evitaria muchos de } ‘/w de mosg:ntos Ipo.dna
los antiguos fallos. S ‘.-/ f prevenir la malaria.
Medicina

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.

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.

Font: Asi funciona CRISPR, la herramienta de edicién de ADN. José Antonio Pefias / Agencia SINC
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2.1. Tot i les vostres reserves étiques, decidiu continuar a I'empresa. Al cap d’uns

mesos, arriben al vostre laboratori mostres de teixit provinents dels primers pacients

sotmesos a terapia génica. Ara, la vostra feina consisteix en identificar les mostres i

comprovar si el gen d’interés ha estat modificat amb éxit o si, per contra, hem provocat

mutacions no desitjades. Comencem amb I'extraccié d’ADN de les mostres. Teniu tots

els reactius i material necessaris per dur a terme la vostra tasca. L’apartat "ajuda” us

facilitara el disseny del vostre protocol. Anem per feina!
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Ajuda: Heu de tenir en compte que una mostra d’ADN en solucié aquosa precipita si
agreguem cations i alcohol. Primer, els cations neutralitzen les carregues negatives de
I’ADN. Després, l'alcohol provoca una disminucié en la solubilitat de 'ADN que, en

presencia d’altes concentracions de sals, precipita.

Ordre Pas del protocol Justificacié
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Protocol experimental

Afegir 1ml de “Solucio de lisis” al pellet de cél-lules i resuspendre amb la pipeta.
Incubar 10 min a temperatura ambient
Afegir a la mostra una décima part del seu volum (V/10) de solucié d’acetat de sodi

(NaAc) i agitar per inversio.

Calculs:

4. Precipitacio amb etanol fred. Afegir 3 vegades el volum inicial (V;- 3) d’etanol fred.

Barrejar lentament per inversio.

Calculs:

Pescar 'ADN i resuspendre amb la pipeta en 1 ml d’H20.
Degut a que la molécula d’ADN obtinguda és molt llarga, és necessari incubar a
55°C durant 10 min per a una completa resuspensio en I’'H>O (ja que la temperatura

augmenta la solubilitat). Utilitza el seglient material:

~

Extraccio Bany d’aigua Flotador

k d’ADN /
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Preguntes i conclusions

e Alfinal de la practica, qué has observat? Qué és el que ha causat el resultat final?

e Qué hauria passar si haguessis portat a terme I'tltim pas de la precipitacié amb aigua

freda en comptes d’etanol?

e Sino haguessis fet el primer pas de lisis, qué creus que hauria passat?

¢ Creus que aquest protocol funcionaria amb un cabell? | amb una cél-lula vegetal?

e Existeix un protocol d’extraccié d’ADN semblant que utilitza aigua amb sal, sabd
rentavaixelles i etanol. Relaciona aquests components amb els que has utilitzat en

aquesta practica.

¢ En el precipitat final, obtenim només ADN?
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2.2. Un cop tenim tot 'ADN exitret, el seglent pas per tal de comprovar si la terapia ha
funcionat és amplificar el gen d’interés. Aquesta amplificacio —és a dir, tenir moltes
copies Unicament del gen que ens interessa— es fa mitjangant la técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction). El producte resultant de la PCR, que conté milions
d’aquestes copies, es sotmet a una electroforesis per confirmar que s’ha amplificat el
fragment desitjat. Sabrem si la PCR ha sortit bé per la mida molecular del fragment
amplificat, és a dir, el seu “pes”. En el nostre cas, com no tenim el material per fer una
PCR, realitzarem I'electroforesi amb 'ADN gendmic que hem extret, i d’aquesta forma
confirmarem que tot ha anat bé durant I'extraccié. Finalment, aquest producte de PCR

s’enviara a sequenciar. Aixi doncs, comencem a preparar I'electroforesi!

Mostra, material i reactius

/,,
Mostra d’ADN Pipetes i puntes Tubs 1,5 ml Gel d’agarosa 1% +
que hem ext.ret colorant fluorescent
al pas anterior SYBR green
=
TBE \7
Cubeta i Font Solucié tampd Marcador pes Colorant
L electroforesi TBE molecular Organge G
clroforest 1 kilobase (1kb)
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Ajuda: L'electroforesi en gel és una técnica utilitzada per separar fragments d'ADN (o
altres macromolécules, com ARN i proteines) pel seu pes molecular i carrega eléctrica.
L'electroforesi consisteix a aplicar un corrent electric a través d'un gel que conté les
molécules d'interés. Degut a que totes les molécules d'ADN tenen la mateixa quantitat
de carrega per massa (és a dir, dos cadenes d’ADN de la mateixa llargada —pero
sequeéncia diferent— tindran sempre la mateixa carrega), l'electroforesi en gel separa els
fragments d'ADN unicament per la seva mida. Per tant, I'electroforesi ens permet veure
com de grans son els fragments d’'una mostra. A més, si a un dels pous del gel afegim
una "escala" estandard de fragments de mida coneguda (el que s'anomena un marcador
de pes molecular), podem determinar la mida absoluta dels fragments d'’ADN de la
nostra mostra.

A continuacio, us mostrem un exemple de revelat d’un gel d’electroforesi d’'una mostra
d’ADN amplificada utilitzant PCR. A la columna de I'esquerra, és a dir, al primer pou,
veiem com ha corregut el marcador de pes molecular (“Marker”). Els nimeros indiquen
la mida de cadascun dels fragments del marcador (2000 parells de bases, 1000 parells
de bases, ...). Fixeu-vos que els fragments més pesants han “viatjat” menys. A la
columna de la dreta podem veure com ha corregut la mostra... sabrieu dir,

aproximadament, com de llarg és el fragment amplificat?

Marker 1

2 000 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp,
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Protocol experimental

1. Afegirauntubde 1.5 ml:
- X quantitat de mostra (extraccié d’ADN)
- X quantitat de colorant Orange G 5x (tenir en compte que la concentraci6 final

ha de ser 1x)

Per tenir un volum final de 30 pl.

Calculs:

2. Preparaci6 de la cubeta d’electroforesi: muntatge del gel d’agarosa i incorporacio de

la solucié tampo TBE (es realitzara en comud amb el grup classe).

3. Carregar al primer carril del gel 3 pl del marcador de pes molecular d’1 kb (aquest pas

només el portara a terme un dels grups).

4. Carregar al gel 20 ul de la dissolucié anterior (mostra + Orange G) al carril del gel que

correspongui a cada grup.

Marcador pes

molecular Mostres

I /1IN

——] [~ [—] [—]

©

®

5. Programar la font d’electroforesi a 100 volts durant 20 minuts.
6. Visualitzacio del gel d’electroforesis mitjancant una lampada de llum ultraviolada
(UV).
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Una vegada els fragments d’ADN s'han separat, podem examinar el gel i, agafant com
a referéncia el marcador de pes molecular, saber el pes de les mostres que hem
carregat. En el nostre cas, el gel d’agarosa esta preparat amb un compost fluorescent
anomenat SYBR Green que s’associa a les molecules d’ADN. Aixi, podem visualitzar
les bandes d’ADN amb una lampada de llum ultraviolada. En el nostre cas, com no
disposem d’una lampada de llum UV, el docent s’endura el gel per tal de visualitzar-ho
al laboratori i fer una fotografia dels resultats que portara a la seglient sessié. Un cop

comprovat I'éxit de I'extraccié d’ADN, és hora d’enviar a seqlienciar les mostres!
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3.1. Per fi han arribat els resultats de la sequenciacié de les extraccions d’ADN genomic
que vau enviar l'altre dia. Els arxius que us han arribat estan en format FASTA. Aquest
format s’utilitza per representar seqiiéncies de nucleotids i d’'aminoacids; veureu que el
simbol “>” s'utilitza per indicar el nom del gen o proteina. Cada grup rebreu tres

sequencies, corresponents a:

1. La sequéncia completa de la proteina wild-type, és a dir, la que trobem més
distribuida a la poblacio.
El resultat de la sequienciacio del gen d’interés abans de la terapia CRISPR.

Aquesta mateixa seqléncia perd després de la terapia.

El vostre jefe us ha passat una plantilla amb tres preguntes, cridant-vos des del despatx
“Vull els resultats per ahir!”. Haureu de treballar amb les seqiiéncies (alinear les
sequéncies de nucleotids, traduir-les a proteina, interpretar els resultats...) per tal de
contestar-les. Us aniria molt bé utilitzar dos recursos web molt senzills que utilitzen
rutinariament els bidlegs moleculars. Un és el software d’alineament de sequéncies
(podeu alinear tant nucleodtids com proteines, per veure si dues sequéncies son
idéntiques) que trobareu a la pagina web de MUSCLE, i l'altre el de traduccidé de
nucledtids a proteines que trobareu a ExPASy (amb aquesta eina podeu traduir a
proteina la pauta de lectura d’'una sequiéncia de nucleotids). Les tres preguntes que heu

de contestar sén les seguents:

¢ Hi ha hagut alguna modificacié de la seqlieéncia de nucledtids del gen després de la
terapia? En cas de que hi hagi hagut una modificacié, ha aconseguit produir la

proteina desitjada, és a dir, la wild-type?

e Per tant, ha funcionat la técnica de CRISPR? Justifica la resposta, especificant, en
cas que no hagi funcionat, qué ha passat i quin hauria d’haver estat el resultat

esperat.
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3.2. Un cop acabats els analisis, entregueu els resultats al director, una mica preocupats
per les consequéncies legals i les repercussions étiques que se’n puguin derivar.
L’endema, el vostre jefe sembla estar “desaparegut en combat”, i no es parla de res més
a l'oficina... La bomba no triga gaire a explotar. Passada una setmana, algu de 'empresa
filtra a la premsa el fracas de la majoria de les intervencions. Quin enrenou! Un company
us comenta que aix0 es veia a venir i, quan el mireu desconcertat, us passa una noticia

recent.

e Llegiu la noticia, reflexioneu, i feu un petit debat al voltant de les seves implicacions

etiques.

Creat per Enric Navas i Erica Hurtado Programa Amgen TransferCléncia 2019-2020
15



