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Sessio 1

Aquests materials didactics s6n per a Us docent i d’investigacio.
Queda prohibida la seva comercialitzacié o modificacio.

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 comengar un nou projecte basat en la
modificaci6 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 seguents preguntes:

1. Com funciona la técnica de CRISPR/Cas9?

La tecnica d’edicié genética CRISPR/Cas9 aprofita les proteines que participen
al sistema immunitari que utilitzen certs bacteris per protegir-se contra els virus. Es tracta
d'una immunitat adquirida, o adaptativa, que integra i «recorda» les sequéncies d'ADN
dels virus d'infeccions anteriors i talla el seu ADN en cas d'una reinfeccio.

Es precisament aquesta combinacié de reconeixement i tall la que utilitza la
técnica CRISPR/CAS9. En la variant més simple, s'injecta ARN en la cél-lula que
codifica una proteina anomenada CAS9 i una sequéncia de reconeixement. La
magquinaria de la cél-lula tradueix I'ARN per sintetitzar la proteina CAS9, la qual es posa
a treballar juntament amb I'ARN de reconeixement afegit: CAS9 talla I'ADN de doble
cadena exactament on el fragment d'ARN de reconeixement associat li indica que ho
faci. Atés que és possible sintetitzar artificialment qualsevol sequéncia d'ARN, tal

estratégia permet tallar tedricament qualsevol genoma en qualsevol lloc.

2. Quins avantatges i inconvenients té aquesta técnica?

Avantatges: Es una eina economica i facil de manipular que s’ha utilitzat amb éxit en
moltes espécies (ratoli, rata, peix zebra, primats, plantes ...), obrint la possibilitat d'editar
el genoma de practicament qualsevol espécie. Un altre dels avantatges del sistema, és
que permet editar diverses regions del genoma al mateix temps, simplement utilitzant
diversos ARN de reconeixement que adrecin a la CAS9 nucleasa a diferents llocs del
genoma.

Inconvenients: Tot i que és una eina molt precisa, també pot produir mutacions no

desitjades, és a dir, a llocs del genoma diferents dels que es correspondrien amb I'ARN
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de reconeixement. Aixd passa quan aquest ARN s’uneix inespecificament a un lloc del

genoma i l'enzim de tall CAS9 actua. Aquests errors sén extraordinariament dificils

d'identificar a posteriori.

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

Al 2018 es va iniciar el primer assaig clinic in vivo d'un farmac anomenat EDIT-101,
dissenyat per curar 'amaurosi congénita de Leber tipus 10, un tipus de ceguesa
hereditaria. Els pacients reben una injeccié amb la seqlieéncia “corregida” del gen
que causa aquesta malaltia, i CRISPR s'encarrega de reemplacar el gen directament
en l'organisme. Per més informacid, veure https://www.nature.com/articles/d41587-
018-00003-2.

Investigadors de la Universitat de Pennsilvania van iniciar les proves d'un tractament
amb l'objectiu de modificar les limfocits T, un tipus de cel-lula clau en el sistema
immunolodgic huma. Als pacients se'ls extreuen limfocits T i, al laboratori, es
modifiquen perqué puguin identificar cél-lules cancerigenes (p.ex. de sarcoma o de
mieloma multiple) i atacar-les. Després, es retornen les cél-lules T als pacients i
s'espera a que actuin. Funciona com una immunoterapia —el tractament per al cancer

que estimula les defenses naturals de el cos—, perd amb el suport de CRISPR.

Quins dilemes étics es poden derivar de I'is d’aquesta tecnologia?

La técnica té el potencial de modificar embrions humans per a que no pateixin certes
malalties hereditaries. Pero, com definim els limits del concepte defecte genétic?
Aix0 podria derivar en el que coneixem per “nens a la carta”.

S’ha de tenir en compte I'equilibri entre els beneficis esperats i els riscos que assolim
al recorrer a la técnica, com la mutacié no desitjada d’altres llocs del genoma.

Els ecosistemes es poden veure amenacats per 'alliberament no controlat d’éssers
vius modificats genéticament, com mosquits o plantes. Tampoc esta del tot clar quin
és el risc de que el material genétic modificat salti a altres espécies.

D'altra banda, és complicat trobar el balang entre una cautela justificada i el bé que
es pot fer amb I'ajuda de la tecnologia CRISPR/CAS9. Hi ha molta gent disposada a
assumir els riscos d’una técnica no del tot controlada, si aix0 els obre la possibilitat

de curar-se...
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Sessio 2

Protocol experimental — Extraccié d’ADN

1. 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:
Si tenim 1 ml de volum inicial, 1 ml = 1000 pl

1000 pl/10= 100 pul que s’han d’afegir de NaAc

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

Barrejar lentament per inversio.

Calculs:
Si tenim 1,1 ml de volum inicial, 1,1 mi=1100 pl

1100 pl x 3 = 3300 pl que s’han d’afegir de EtOH fred

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 resuspensié en I'H20 (ja que la temperatura

augmenta la solubilitat). Utilitza el seglient material:
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Preguntes i conclusions

e Alfinal de la practica, qué has observat? Qué és el que ha causat el resultat final?
S’ha format un precipitat (com una medusa blanca) de molécules
d’ADN.

Aix0 ha passat perquée una mostra d’ADN en solucié aquosa precipita
si agreguem cations (solucié acetat de sodi) i alcohol (etanol fred).
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.

e Qué hauria passar si haguessis portat a terme I'tltim pas de la precipitacié amb aigua
freda en comptes d’etanol?

Que I'ADN no hauria precipitat ja que no hauriem aconseguit disminuir-ne la solubilitat.

e Sino haguessis fet el primer pas de lisis, qué creus que hauria passat?
La lisis és important per trencar les membranes cel-lulars i extreure 'ADN del nucli.

Sense el primer pas de lisis, no aconseguiriem extreure ni precipitar '’ADN.

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

Si el cabell I'nem tallat, no conté ADN. Per poder extreure ADN el cabell ha de tenir el
fol-licle pilés adjunt, o I'arrel. Tot i aixi, és necessitaria un protocol més sensible que el
que hem dut a terme nosaltres. El nostre protocol, en canvi, si que funcionaria per
extreure 'ADN de cél-lules vegetals com per exemple les d’'una maduixa, o les d’un

platan.

e Existeix un protocol d’extracci6 d’ADN semblant que utilitza aigua amb sal, sabd
rentavaixelles i etanol. Relaciona aquests components amb els que has utilitzat en
aquesta practica.

Altes concentracions de sal comuna (NaCl) generen un mitja hipertdonic que provoca

I'esclat de cél-lules i nuclis, alliberant les fibres de cromatina. El detergent o sabd també

ajuda a trencar les membranes cel-lulars i formar un complex amb les proteines que

empaqueten el material genétic, separant-les de I'ADN. Aquests dos components farien

la mateixa funcid que el tampd de lisis i la solucié de NaAc.

e En el precipitat final, obtenim només ADN?
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No, el producte filamentés que obtenim de I'extraccié no és ADN pur ja que també hi
trobem fragments d’ARN.
Protocol experimental — Electroforesi
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: Els seglients calculs sén per saber que hem d’afegir a cada tub de 1,5 ml.

30 pl x iR RS ul Orange G 5X + 24 ul de mostra (extraccido ADN obtinguda)

OrangeG 5X

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

N

[—] [ S] [ ] [—]

®

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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Sessio 3

Per les solucions a les preguntes d’aquesta sessio, veure els comentaris corresponents
a cada cas que trobareu als annexos del guid.
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