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1. Context

Imagina que visquessis als anys 80 i et diguessin que els ordinadors ho conquistarien tot, des de
fer compres, buscar parella o invertir en borsa; que bilions de persones estarien connectades a
través d’un tipus de xarxa; que utilitzaries cada dia un dispositiu mobil molt més poderds que els
super ordinadors.

T’hauria semblat absurd, pero ha passat. La ciéncia ficcié s’ha convertit en la nostra realitat i no
parem ni a pensar-ho.

Ens trobem en un punt similar amb I'enginyeria genética.

1. Saps que son les eines d’edicié genetica? Coneixes alguna eina d’edicié genetica? En pots
anomenar alguna?

2. Quina utilitat poden tenir les eines d’edicid genética?
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2. (Molt) breu i incompleta historia de I’enginyeria genética

Millora tradicional

Els humans han modificat organismes des de fa milions d’anys. Mitjangant la seleccié artificial,
hem enfortit trets Utils en plantes i animals. Amb la cria i el cultiu d’aquests organismes, es trien
com a reproductors els individus que es consideren millors, els que tenen les caracteristiques
més valorades.! S’aconseguien grans resultats, com en el cas dels gossos i moltes plantes
comestibles, pero no s’entenia realment com funcionava fins que es va conéixer el codi de la vida:
I’acid desoxiribonucleic (ADN).
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Historia de I'’enginyeria genética

L’ADN és una complexa molécula de l'interior de les cél-lules que conté la informacié genetica
necessaria per qué la majoria d’organismes creixin i es desenvolupin i es reprodueixin.? 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, I’A s’uneix
alaT,ilaGalaC,ilesduescadeness’enrotllaran sobre si mateixes formant una helix, i a mesura
que I'hélix es vagi condensant, és formaran els cromosomes3.

1 Font: https://educaciodigital.cat/ioc-batx/moodle/mod/book/view.php?id=12794&chapterid=8886
2 Font: https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/adn
3 Font: https://transferciencia.fundaciorecerca.cat/docs/Ficha estudiante CRISPR.pdf
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Quan les cel-lules es divideixen, ’ADN es duplica, de manera que cadascuna de les copies passi a
cada cel-lula filla. LADN és doncs com un llibre d’instruccions, perd si aquestes canvien
I’organisme que el conté també pot canviar. Per exemple, si el procés de duplicacié de I’ADN pot
donar lloc a errors, també anomenats mutacions. Aquests errors son molt abundants, i la majoria
son corregits o eliminats pel nostre propi cos. Quan el nostre cos no és capa¢ de corregir o
eliminar aquestes mutacions, poden originar un mal funcionament de la cél-lula.?

Amb la millora tradicional d’animals i plantes els canvis acostumaven a ser lents i imprecisos, amb
canvis secundaris no desitjats i dificils de controlar. Tot i aixi, aquests canvis podien arribar a ser
rapids en el cas de la hibridacio, creuament sexual entre dues espécies properes per tal d’obtenir
un hibrid, o I'empelt entre plantes. Aquestes técniques permeten transmetre cloroplasts, ADN
mitocondrial i tot el nucli cel-lular per crear potencialment una nova especie.

Un gran aveng va ser quan es va descobrir que les mutacions es podien induir mitjancant
mutagens fisics i quimics (agents que modifiquen el material genétic d’'un organisme, utilitzat
principalment en plantes).* Els mutagens fisics solen produir canvis cromosomics i delecions a
I’ADN de major envergadura, mentre que els mutagens quimics solen donar lloc a mutacions
puntuals. A la década de 1960 es va comencar a experimentar amb rajos gamma, mutagens fisics,
gue poden augmentar la taxa de mutacio natural de 1.000 a 1 milié de vegades, i han donat lloc
a més del 70% de les varietats de cultius mutants actuals.?

Pero a partir del descobriment dels enzims de restriccio, proteina d’origen procariota, que forma
part del sistema de defensa dels bacteris per defensar-se d’ADN alie. Els enzims de restriccid
reconeixen sequencies curtes d’ADN viric determinades i poden digerir-les, tallar-les, per
prevenir que el virus es reprodueixi a la cél-lula bacteriana.®

4 Font: https://www.iaea.org/es/temas/induccion-de-mutaciones
5 Font: https://revistas.uam.es/tarbiya/article/view/15176
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La possibilitat de manipular les molecules d’ADN va sorgir al adonar-se que dues d’aquestes
sequencies curtes d’ADN identiques dins de molecules diferents, digerides amb el mateix enzim
de restriccid, posseien extrems complementaris. Aixi doncs, era possible tornar a ajuntar-les
aprofitant la complementarietat de les seqliéncies, i segellar les unions gracies a les lligasses
(enzims). Aquest descobriment va permetre als biolegs moleculars tallar i connectar fragments
d’ADN d’origens diferents, fins i tot d’organismes diferents.
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Aguesta innovacio técnica es va convertir en rutina i es va popularitzar en tots els laboratoris de
biologia molecular del mén, en aguest moment va néixer I'enginyeria genética. La tecnologia de
I’ADN recombinant va permetre, a la década de 1970, |la modificacié genética animal, i el 1974
va néixer el primer ratoli transgénic.® Als anys 80 es van comencar a crear aplicacions de
I’enginyeria genética en biotecnologia per la societat, una de les primeres va ser I'obtencié d’'una
bactéria capag de produir insulina humana, després d’haver-li inserit en un plasmidi bacteria el
gen huma que codifica aquesta hormona. Convertint-se en el primer producte terapéutic
obtingut gracies a ’ADN recombinant, derivat d’un organisme transgénic.’

Tratamiento de Fabricadoen Coste / gramo

Oro N/A N/A $40
Insulina Diabetes E. coli $60
Hormona del Desorden de E. coli $227,000
Crecimiento Humana crecimiento

Factor Estimuladorde Céncer E. coli $1,357,000

Colonias de
Granulocitos

Font: elaboracid propia

Ala déecada de 1990 es va comercialitzar el primer aliment modificat genéticament, el tomaquet
“Flavr Savr”, al qual van introduir un gen que suprimia la acumulacié d’un enzim de putrefaccio,
fet que allargava molt la seva vida. Va ser també en aquesta década, en que |'enginyeria genética
es va utilitzar per tractar la infertilitat materna a partir de la transferéncia ooplasmatica
(introduccié6 d’ADN mitocondrial d’un 3r individu), donant lloc a nadons de ‘tres pares’.
Posteriorment, es van desenvolupar diferents tecniques I'objectiu de prevenir malalties
genetiques, principalment malalties metaboliques causades per mitocondris defectuosos.® Pero
als anys 2000, els estudis de substitucid mitocondrial en animals van donar resultats
contradictoris, com envelliment accelerat o una disminucié de la funcid cognitiva a I'edat adulta,
mentre que d’altres estaven aparentment sans i eren capacos de reproduir-se. Els resultats
també son incerts pel que fa a fins a quin punt aquestes tecniques podrien prevenir I’'herencia de
la malaltia mitocondrial.”

6 Font: https://www.nature.com/articles/nature.2016.20698
7 Font: https://www.britannica.com/science/three-parent-baby
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En aguest moment la enginyeria genetica va patir una explosié d’idees i noves aplicacions de les
modificacions genétiques:

Granotes transparents Pollastres sense plomes Peixos fluorescents

Els organismes modificats geneticament (OMG) son molt utils, especialment els animals, en
investigacid sobre el cancer, malalties cardiovasculars, etc.; en el cas dels cultius, ha permes crear
varietats resistents a malalties, sequeres o plagues i produir aliments millorats nutricionalment.
També han permes la produccio d’insulina, medicaments, hormones, vacunes, anticancerigens.
Pero hi ha un gran problema en el desenvolupament d’aquestes variants: tenen un alt cost
economic, de temps i el percentatge d’éxit és baix.

La guerra més antiga del mon: I’origen de CRISPR

Els bacteris i els virus s’han barallat des de I'inici de la vida. Els virus bacteriofags cacen bacteris i
insereixen el seu genoma als bacteris per poder-se reproduir.

Pero, com ja sabem, els bacteris tenen mecanismes de defensa, com els enzims de restriccio. A
més dels diversos sistemes de defensa innats dels bacteris, alguns també tenen un mecanisme
immunitari adaptat anomenat CRISPR-Cas.® Aquest sistema els permet generar, rapidament,
immunitat contra nous bacteriofags i va ser descobert, el 2005 per Francisco Mojica, investigador
de la Universitat d’Alacant. De manera resumida, els sistemes CRISPR funcionen capturant petits
fragments d’ADN del virus invasor, integrant-lo al genoma de la cél-lula hoste i utilitzant aquests
records moleculars per trobar i destruir virus coincidents.® La paraula CRISPR prové de «Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats», que es refereix a una seccié de ’ADN dins del
genoma bacteria on trobem dos components: repeticions i espaiadors.

8 Font: https://innovativegenomics.org/es/crisprpedia/crispr-en-la-naturaleza/
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Les repeticions son segments d’ADN amb la mateixa seqiiencia (al voltant de 30 parells de bases
de longitud) que solen contenir un tram de bases seguit per les bases complementaries de la
mateixa seqiiencia (palindromiques) en ordre invers:

G(EC ch
CCG/CGG

Font: https://scienceprimer.com/palindromic-sequences

Els espaiadors son petits segments d’ADN viric, cada un diferent, que s’intercalen entre les
repeticions. Aquests fragments son restes d’infeccions prévies que es transmeten de generacié
en generacio.

L'any 2012, Jennifer Doudna i Emmanuelle Charpentier van publicar a la revista Science un article
demostrant com el sistema CRISPR-Cas9 podia utilitzar-se com una técnica d’enginyeria geneética
per modificar ’ADN.2 Es a dir, amb aquest métode es poden modificar els gens de qualsevol
animal, fins i tot els gens humans. Doudna i Charpentier van aconseguir utilitzar adaptar aquest
metode per al seu Us al laboratori, per poder detectar especificament i modificar qualsevol gen
de qualsevol organisme. Per fer-ho, necessitem:

1. Un ARN guia: aquesta molecula conté una sequiencia nucleotidica d’ARN complementaria al
gen que vulguem editar. D’aquesta manera, ’ARN es pot unir a ’ADN.

2. La proteina Cas9: és una endonucleasa encarregada de tallar I’ADN, un cop I’ARN guia recluti
la proteina cap al lloc indicat.


https://innovativegenomics.org/es/crisprpedia/crispr-en-la-naturaleza/
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3. La seqiiencia PAM: [|'ARN guia
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Matching sequence

PAM, una seqiiéncia de 3 nucleotids L i
equence

concrets (NGG) en I'ADN, que es
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Aquest tall de doble cadena de I’ADN pot tenir diferents efectes, perd en general, s’utilitza per:

- Silenciar un gen, i evitar que s’expressi.
- Moadificar la seqiiencia genica: Gracies als mecanismes de reparacio de I’ADN, després de
fer un tall, poden inserir una altra seqiiéncia d’ADN i expressar un nou gen.

CRISPR/Cas s’ha convertit en una eina d’enginyeria genética es pot programar per a que faci talls
especifics en la regié genomica d’interes per a tractar malalties, generar models i estudiar dianes
de nous farmacs:

e VIH: I'any 2015 investigadors van utilitzar CRISPR per tallar el virus del VIH de cél-lules
vives de pacients al laboratori. Un any després, injectant CRISPR a les cues de rates
infectades de VIH van aconseguir eliminar més del 50% del virus de les cel-lules del seu
cos.

e Cancer: el cancer es produeix quan les cél-lules no moren i es segueixen multiplicant
mentre s’amaguen del sistema immunitari. CRISPR ens permetria editar les nostres
cél-lules immunitaries, fent-les millors “cacadores” de cancer.

e Malalties genétiques: hi ha més de 3.000 malalties que son causades per una simple
lletra incorrecta en ’ADN. CRISPR-Cas9 es podria utilitzar per “corregir” aquesta mutacio
i tractar aquestes malalties.

A diferencia de les tecniques que s’utilitzaven anteriorment, aquesta és molt precisa, economica
i barata. A més, CRISPR permet I'edicié de cel-lules vives, d’apagar o encendre gens i d’escollir
sequencies d’ADN en particular. També funciona amb qualsevol tipus de cél-lula,
microorganismes, plantes, animals o humans.

Tot i aix0, CRISPR te certes limitacions:

e Eficiencia: els diferents Cas9 i CRISPR no son capacos de modificar totes les cel-lules que
volem modificari per tant, la solucié a aquestes malalties no és completa només utilitzant
aquestes tecniques.


https://www.moleculardevices.com/applications/gene-editing-with-crispr-engineering
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Precisio: s’ha descobert que I’ARN guia pot unir-se a altres regions de I’ADN que no sén
la que haviem escollit. Aixd s’Tanomena “off-target effects”, i poden comportar canvis no
buscats al genoma.

Canvis no heretables: Totes les aplicacions meédiques que hem anomenat tenen una cosa
en comu, estan limitades a l'individu. Excepte, si s’utilitza cel-lules reproductives o
embrions molt joves.

! The CRISPR-Cas9 system

10
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3. Bioeética: I'edicid geneética a debat

En aquesta part final de la classe de teoria, es realitzara una debat amb tematica de bioeética.
Primer es dividira la classe en 5 grups, als quals se’ls donara una carta conversacional (Annex).
Primer tindran 10 minuts per llegir la fitxa i discutir-la en petit grup. Tot seguit, es fara un debat
(30-40 minuts) podem comencar demanant que un representant de cada grup presenti el cas de
la seva targeta, si aprovarien I'edicio del genoma d’aquell individu i que defensi la posicid ética
del grup, si és que han arribat a un consens. Mentre els grups van presentant es recomana que
I"'alumnat ompli la seglient taula:

Utilitzant la seglient taula® per classifica cada un dels casos que s’exposen. Puntua de 1 a 4 cada
categoria (on 1 equival a “gens”, 2 equival a “poc”, 3 equival a “bastant” i 4 equival a “molt”).

Cas clinic Seguretat Importancia del Impacte futures Conseqiiéncies Puntuacio
mal a evitar generacions socials final

També us proposem veure alguna d’aquestes pel-licules o documentals sobre I'edicié genetica.

% Font: https://www.iborjabioetica.url.edu/ca/blog-de-bioetica-debat/aspectes-etics-de-la-tecnica-dedicio-
genetica-crispr
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JURASSIC PARK

Un cop explicats els diferents casos i el punt de vista de cada grup el/la docent demana:

En cada cas, la persona que rebra el tractament o els “beneficis d’aquest” pot expressar
la seva opinid i donar el seu consentiment?

On marcariem el limit de quines edicions aprovem i quines no?

Creus que només la comunitat cientifica hauria de participar en aquest debat o també la
societat en general?

Quins avantatges i inconvenients pot tenir que empreses comercialitzin aquest tipus de
serveis?

Quins riscos hi veieu en que es modifiqui el genoma huma amb intencié de “millorar”
I'especie?

Alguns especialistes® han distingit els segiients grups de qliestions étiques que et poden ajudar a
mencionar qulestions étiques que encara no hagin sortit al debat:

Seguretat i Cal millorar els coneixements d’epigenética per determinar i preveure els efectes
eficacia fenotipics de I'edicié genetica.

Us i tipus de Cél-lules somatiques i cél-lules embrionaries (la majoria): només afecta a I'individu, no
cel-lules a la seva descendéncia. Les qiiestions etiques tenen a veure amb la relacid entre el risc
i el benefici i el consentiment.

Cél-lules germinals: poden generar modificacions en la descendencia (prohibit a
Europa) i planteja I'is d’embrions en recerca cientifica que ja planteja problemes étics
pel seu compte. A més, implicaria el monitoratge, de per vida, dels individus resultants
i no comptaria amb el seu consentiment i la decisié presa pels seus pares podria
afectar la seva autonomia.

Finalitat S’han definit dues raons principals: terapia, tractament o prevencié d’'una malaltia
concreta, o millora genetica, modificar una caracteristica (o diverses caracteristiques)
d’un individu (o especie) que no esta (o estan) malalts. Aquesta segona rad podria
conduir a que l'individu tingui menys importancia que certes caracteristiques fisiques
i cognitives. Aix0 planteja certes preguntes: Quines malalties s’han d’erradicar o
prevenir? S’han d’erradicar totes les discapacitats? Qué és una malaltia? Es bo
eticament i socialment erradicar tot allo que es jutja com a “defectuds” (o qualsevol
caracteristica que es consideri aixi)?

Accessibilitat  El cost financer de la terapia és un factor clau quan es planteja la qliestio de la justicia.
i justicia La comercialitzacié d’una terapia costosa podria agreujar de manera significativa les
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desigualtats existents en els sistemes sanitaris, tant en els paisos pobres com rics. Per
exemple, els paisos amb sistema sanitari public podria suposar un encariment de la
sanitat i amenacar la sostenibilitat d’aquest. Una alteracié genética de la linia germinal
podria generar desigualtats excessives entre diferents individus, comunitats i
societats.

13
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4. Taller practic: us de CRISPR per tractar I’atrofia muscular espinal

El taller practic el centrarem en un dels casos que hem debatut préviament, el cas d’en Zac
Cameron, un nen de tres anys amb atrofia muscular espinal.

Atrofia Muscular Espinal (AME)

L’Atrofia Muscular Espinal (AME) és un grup de malalties musculars hereditaries que causen
degeneracid i debilitat muscular progressiva.l® Es causada per la pérdua de cél-lules nervioses
especialitzades, les neurones motores, que s’encarreguen de coordinar i enviar els estimuls al
muscul per fer possible el moviment. Aixi, les persones que pateixen aquestes malalties tenen
dificultats per gatejar, caminar, seure, controlar els moviments del cap i, en casos severs, els
musculs per respirar i empassar.

La principal causa de AME és I'abséncia del gen Survival Motor Neuron 1 (SMN1). Com menys
copies d’aquest gen es tinguin més severa sera la malaltia. Per sort, s’ha trobat una possible
manera de tractar I’AME: existeix un gen molt similar I'SMN2. Aquest gen podria compensar la
falta d’'SMN1 i realitzar les seves funcions, pero hi ha un exd, una peca del gen, que de manera
natural no es tradueix en la proteina SMNZ2 i aix0 impedeix que actui com a SMN1.

Us de CRISPR per tractar 'AME

El que farem en aquesta practica és forgar la inclusio de I'exé 7 de SMIN2 a I’ARN que es traduira
en proteina, permetent aixi la seva funcid i recuperant la mobilitat dels pacients. Per aconseguir-
ho utilitzarem CRISPR per modificar la seqliencia i facilitar la seva inclusié.

A partir de mostres del pacient, demanarem a un laboratori extern que realitzin la modificacio
amb la tecnica CRISPR. El laboratori ens proporcionara diferents mostres que corresponen a
modificacions de ’ADN del pacient que s’han creat utilitzant diferents seqliencies PAM.

10 Font: https://rarediseases.info.nih.gov/espanol/11864/atrofia-muscular-espinal
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Després, al nostre laboratori estudiarem el resultat de la transfeccié de CRISPR amb diverses
seqléncies que ens han proporcionat: comprovarem l'efectivitat del tractament amb CRIPSR
mirant si s'ha produit el tall desitjat a la seqliéncia diana, mitjancant una técnica anomenada
electroforesi en gel d'agarosa.

A B
CFTR Mutation in patient CRISPR-Cas gene repair

- e

Misfolded Protein ¢ . X
mmmmm  Homology Directed Repair
i nmmn¢ I (HDR)

Mucus buildup
Trouble breathing Correctly folded protein
Poor growth

Reduced life expectancy
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El contingut d’aquest taller experimental s’ha creat en base al material proporcionat en el KIT Using CRISPR to Treat Cystic Fibrosis
(Edvo-Kit#135), from EDVOTEK

Electroforesi en Gel d’Agaronsall

En aquest modul, fareu servir I'electroforesi en gel per analitzar I'eficacia de 5 gRNAs diferents
gue s’han dissenyat. Es va obtenir ’ADN del pacient i se’n va amplificar un segment de 4.300 pb
mitjancant la reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR). A continuacid, I’ADN amplificat es barreja
amb la proteina Cas9 i una de les 5 solucions de gRNA. Si el gRNA pot dirigir-se amb exit al gen
SMN2, sera tallat per I’enzim Cas9, i mitjangant I’electroforesi en gel, s’haurien de poder veure
dues bandes diferents (si no talla, en canvi, només en veurem una).

Preparacid del gel d’agarosa

1. DILUEIX el tampé d’electroforesi concentrat 50X amb aigua destil-lada (volem aconseguir una
concentracio final 1X).

Volum Total (ml) Tampd concentrat 50X (ml) Aigua destil-lada (ml)

150 ml 3 ml 147 ml

1 Font: https://transferciencia.fundaciorecerca.cat/docs/Guio docent Fibrosi Quistica.pdf
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2. Per obtenir gel d’agarosa al 0,8% (0,8 g/100ml), MESCLA la pols d’agarosa amb la solucid de
tampo d’electroforesi en un matras d’Erlenmeyer de 250 ml.

Tampo d’electroforesi Aigua destil-lada (ml) | Massa d’agarosa (g) Volum TOTAL (ml)
50X (ml)

45 ml

3. DISSOL la pols d’agarosa escalfant la solucié al microones a poténcia maxima durant 1 minut.
Amb cura, TREU el matras d’Erlenmeyer del microones i remena. Continua ESCALFANT a
solucid en intervals de 15 segons fins que I'agarosa estigui completament dissolta (la solucid
ha de ser clara com I'aigua).

4. REFREDA I'agarosa remenant amb cura per dissipar la calor uniformement.

5. Mentre |'agarosa es refreda, TANCA bé els extrems e la safata per col-locar el gel amb les
capses de coma. COL-LOCA la pinta amb 6 pouets al lloc adequat.

6. BUIDA la solucié d’agarosa refredada a la safata preparada per col-locar el gel. El gel s’ha
d’endurir completament al cap de 20 minuts, i es tornara menys transparent a mesura que

es solidifiqui.

7. Amb molta cura, TREU la pinta dels pouets i els extrems de gel.

1. S 2. (—\ 3, ] I
Concentrated Distilled
buffer :qralrer Agarose m |:| ¢

 — |

Caution! Flask will be HOT!

Font:KIT Using CRISPR to Treat Cystic Fibrosis (Edvo-Kit#135), from EDVOTEK

Correr el gel

8. COL-LOCA el gel (encara a la safata) dins de la cambra d’electroforesi. COBREIX el gel amb
Tampo d’Electroforesi 1X, assegura’t que estigui completament submergit.
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Volum Total (ml) Tampo concentrat 50X (ml) Aigua destil-lada (ml)

1.000 ml

Recordatori: Abans de carregar les mostres, assegura’t que esta ben orientat dins I"aparell.

9. Després de posar una punta a la pipeta, agafa tota la mostra (35 pL) del QuickStrip™, i
CARREGA-LA al pou en l'ordre indicat a continuacio:

Carril 1 Tub A Marcador de pes molecular
Carril 2 Tub B gRNA #1
Carril 3 Tub C gRNA #2
Carril 4 Tub D gRNA #3
Carril 5 Tub E gRNA#4
Carril 6 Tub F gRNA #5

10. COL-LOCA la coberta de seguretat a la unitat i COMPROVA que el gel estigui orientat
correctament.

11. CONNECTA els cables a la font d’alimentacié perqué comenci I'electroforesi, i fins que el front
(colorant de seguiment) migri almenys 30 cm des dels pous.

VOLTATGE: 150V | TEMPS: ~ 20/30 minuts
RECORDATORI: Les mostres d’ADN migraran cap a I’eléctrode positiu (vermell).

12. Després que l’electroforesi hagi finalitzat, TREU el gel i la safata de col-locacié de
I’electroforesi de la cambra.
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Tincié dels gels d’agarosa amb FlashBlue™

1.

DILUEIX 10 ml de FlashBlueTM concentrat 10X amb 90 ml d’aigua destil-lada en un matras
d’Erlenmeyer per assolir FlashBlue™ a una concentracid final 1X.
Treu el gel fora de la safata i col-loca’l en una safata petita i neta per tenyir gels.

COBREIX el gel amb la solucié de tincié FlashBlueTM 1X, durant 2-3 minuts.

COBREIC el gel amb aigua calenta (40-45 °C), RENTA’L suaument durant 20-30 segons.
Després, BUIDA I'aigua bruta.

COBREIX el gel amb aigua calenta (40-45 °C). DESTENYEIX durant 5-15 minuts amb agitacié
suau. Les bandes d’ADN comencaran a aparéixer després de 5 minuts de destenyir.

NOTA: Canviar I'aigua freqiientment accelerara el desat.

TREU amb cura el gel liquid de destenyir. VISUALITZA els resultats utilitzant un sistema
amb llum blanca. L’ADN apareixera com a bandes blaves fosques sobre un fons blau.
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DILUTE

1.

10mL

10X FlashBlue™
Stain

Distilled
water

warm warm
water water
Javuls [

DESTAIN

Font:KIT Using CRISPR to Treat Cystic Fibrosis (Edvo-Kit#135), from EDVOTEK

1X FlashBlug™
Stain Solution

VISUALIZE
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5. Resultats, analisi i conclusions?!?

Jorge Herrero Vicente i Marona Rovira Capdevila

A continuacid, completa I'esquema del gel d’electroforesi amb els resultats observats:

Els carris 3 i 5 mostren dues bandes, el que resulta indicatiu que I’ADN ha estat digerit.

Carril Mostra + gRNA Resultat Pes molecular (bp)
1 Marcador de pes molecular

2 gRNA #1 No ha tallat 4.300 pb

3 gRNA #2 Ha tallat 3.000 pb/1.300 pb
4 gRNA #3 No ha tallat 4.300 pb

5 gRNA #4 Ha tallat 3.000 pb/1.300 pb
6 gRNA #5 No ha tallat 4.300 pb

12 Font: https://transferciencia.fundaciorecerca.cat/docs/Guio docent Fibrosi Quistica.pdf
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e Enfuncid d’aquests resultats, quins sén els millors candidats de gRNA per dirigir-se a la
regio del gen SMN2 del pacient?

e Quin seria el seglient pas a realitzar per part dels metges i/o de les metgesses?
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