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1. Datos del centro 

Este proyecto se ha llevado a cabo durante el período de Prácticas externas en el Instituto 

de Investigación Sanitaria de Santiago (IDIS), un centro de investigación biomédica 

situado en el Complejo Hospitalario de Santiago de Compostela (CHUS) asociado a la 

Universidad de Santiago de Compostela (USC), concretamente en el grupo Genética y 

Biología del Desarrollo de las Enfermedades Renales (Nefrochus), cuyo objetivo es 

comprender los mecanismos moleculares de las enfermedades renales.  

2. Resumen y palabras clave 

La poliquistosis renal autosómica dominante (ADPKD) es una enfermedad hereditaria 

que afecta a 12,5 millones de personas en todo el mundo. Provoca la formación progresiva 

de quistes en los riñones y en la mayoría de los casos conduce a insuficiencia renal 

terminal. Está causada por mutaciones en los genes PKD1 y PKD2, que codifican para 

las proteínas policistina-1 y policistina-2, respectivamente. Actualmente el único 

tratamiento aprobado es tolvaptan, un fármaco capaz de ralentizar la formación de los 

quistes, pero no de hacer que estos remitan, por lo que son necesarias nuevas 

aproximaciones terapéuticas. Una aproximación prometedora es la edición genética, 

concretamente el sistema de prime editing, que es capaz de corregir mutaciones causantes 

de enfermedades.  

La hipotésis es que prime editing es capaz de corregir la mutación causante de ADPKD 

en células derivadas de un modelo de ratón de la enfermedad. Para probar esta hipótesis, 

se optimizó la lipofectamina como reactivo de transfección de plásmidos y se introdujo 

la maquinaria de prime editing con este reactivo. Se logró introducir tanto el plásmido 

control para la optimización como el sistema de prime editing con lipofectamina, pero no 

se consiguió corregir la mutación con las guías que se probaron, por lo que aún son 

necesarios más estudios en los que se podrían probar otras guías y otros diseños 

experimentales.  

Palabras clave: poliquistosis renal autosómica dominante, ADPKD, edición genética, 

prime editing, lipofectamina, inmortalización 
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3. Introducción 

3.1. Poliquistosis renal autosómica dominante 

La enfermedad poliquística renal (polycystic kidney disease, PKD) es una enfermedad 

hereditaria y multisistémica, heterogénea tanto genética como fenotípicamente, que se 

caracteriza por la aparición progresiva de quistes en los riñones que provocan 

manifestaciones tanto renales como extrarrenales (Bergmann et al., 2018). Se puede 

clasificar en poliquistosis renal autosómica dominante (autosomal dominant polycystic 

kidney disease, ADPKD) y poliquistosis renal autosómica recesiva (autosomal recessive 

polycystic kidney disease, ARPKD). 

ADPKD es la forma más común de PKD con una prevalencia de entre 2,41 y 3,89/10.000 

en la Unión Europea. En todo el mundo, afecta a unos 12,5 millones de personas (Willey 

et al., 2017). 

En muchos casos, conduce a enfermedad renal crónica y a insuficiencia renal terminal 

(IRT). Esta progresión hacia IRT ocurre en el 50% de los pacientes mayores de 60 años, 

por lo que es la cuarta causa de IRT (Colbert et al., 2020). El 70% de los pacientes de 

ADPKD de 70 años necesitan terapia de reemplazo renal (Neumann et al., 2013). Los 

pacientes que alcanzan esta etapa avanzada de la enfermedad suelen necesitar diálisis o 

trasplante de riñón, ya que en estos casos la función deteriorada de los riñones no es 

suficiente para satisfacer las necesidades del organismo (Irazabal and Torres, 2011; 

Bergmann et al., 2018).  

3.1.1. Mutaciones 

ADPKD está causada mayoritariamente por mutaciones en los genes polycystic kidney 

disease 1 y 2 (PKD1 y PKD2 respectivamente), que codifican para las proteínas 

policistina 1 (PC1) y policistina 2 (PC2). La mayor parte de estas mutaciones son 

missense (mutaciones de cambio de sentido), en las que se produce un cambio de un único 

nucleótido que provoca un cambio de un codón por otro y la transcripción de un 

aminoácido diferente (Harris and Torres, 2009).  

PKD1 es un gen localizado en el cromosoma 16 (16p13.3) que codifica para la policistina 

1. El 80% de los casos de ADPKD son consecuencia de mutaciones en este gen, por lo 

que es la causa más habitual de la enfermedad. PC1 es una proteína de membrana que 
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regula varias cascadas de señalización intracelular a través de su cola carboxi-terminal 

intracelular. En concreto, se sabe que la escisión de su cola carboxi-terminal libera unos 

fragmentos al citoplasma, que se translocan al núcleo para modular estas vías de 

señalización. Aunque la función de esta proteína no está del todo clara, sí se ha 

demostrado que la cola carboxi-terminal de PC1 está involucrada en la interacción entre 

PC1 y PC2, que está involucrada en la regulación del transporte de iones, además de 

afectar indirectamente a la señalización de calcio (Bergmann et al., 2018). 

PKD2 está localizado en el cromosoma 4 (4q21) y codifica para la policistina 2, un canal 

catiónico regulado por calcio que forma parte de la familia de receptores de potencial 

transitorio. Mutaciones en este gen causan el 15% de los casos de ADPKD (Bergmann et 

al., 2018; Cornec-Le Gall, Alam and Perrone, 2019). 

PC1 y PC2 forman un complejo multiproteico que se localiza mayormente en el cilio 

primario, que son unas protuberancias de la membrana apical de las células epiteliales 

renales hacia el lumen de la nefrona con funciones de mecano-transducción (Bergmann 

et al., 2018). Este complejo transmite información extracelular al interior de las células y 

algunos estudios sugieren que inhibe la cistogénesis de manera dosis-dependiente. Si la 

concentración de una de estas dos proteínas baja hasta superar un umbral determinado, se 

forman los quistes (Lantinga-van Leeuwen et al., 2004). La disminución en la 

concentración de PC1 o PC2 causada por mutaciones en los genes PKD1 y PKD2 parece 

estar asociada con concentraciones bajas de calcio, que conducen a un aumento de la 

actividad de las proteínas adenilato ciclasas y a una menor actividad de la fosfodiesterasa 

1, lo que acaba provocando un aumento del segundo mensajero adenosín monofosfato 

cíclico (AMPc). Este exceso de AMPc activa vías de proliferación que acaban en la 

formación de quistes en los riñones (Bergmann et al., 2018; Cornec-Le Gall, Alam and 

Perrone, 2019).  

Como la herencia es autosómica dominante y con penetrancia completa, los hijos de 

padres afectados cuentan con un 50% de posibilidades de heredar el gen mutado causante 

de la enfermedad (Irazabal and Torres, 2011). Es por ello que el 90% de los casos de 

ADPKD presentan historial familiar de la enfermedad (Colbert et al., 2020). No obstante, 

el 10% de los casos restantes no cuentan con esta historia familiar, por lo que podrían 

estar ocurriendo mutaciones de novo (Bergmann et al., 2018).  
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3.1.2. Clínica 

Los quistes se forman en los túbulos contorneados distales de la nefrona como 

consecuencia de una proliferación anormal de las células del epitelio renal que ocurre en 

alrededor de un 1% de las nefronas (Bergmann et al., 2018). Estos quistes van 

aumentando de tamaño gradualmente a medida que las células van secretando fluidos y 

produciendo matriz extracelular, ya que en pacientes con ADPKD las interacciones entre 

las células y la matriz extracelular están alteradas, además de que la composición de las 

uniones adherentes es anormal (Silberberg et al., 2005; Bergmann et al., 2018). Las 

policistinas se localizan tanto en las membranas apicales y basolaterales como en las 

uniones adherentes del cilio primario, así que, al estar mutadas en ADPKD, afectan a las 

uniones entre las células y a las interacciones (Bergmann et al., 2018; Reiterová and Tesař, 

2022).  

Además de las manifestaciones renales y sus consecuencias, como puede ser hipertensión 

o dolor crónico, ADPKD es una enfermedad sistémica que puede afectar a otros órganos, 

ya que las policistinas no solo se expresan en el riñón, sino que también están presentes 

en otros órganos como el hígado, páncreas y bazo (Cornec-Le Gall, Alam and Perrone, 

2019; Reiterová and Tesař, 2022). La enfermedad poliquística hepática (PLD) es la 

manifestación extrarrenal más común, en la que, aparte de quistes en los riñones, también 

aparecen quistes en el hígado, normalmente solitarios y no tan complejos como en el caso 

de los riñones (Farooq et al., 2017). Otras manifestaciones ya no tan habituales son 

aneurismos intracraniales con una prevalencia de 9-12% en pacientes con ADPKD 

(Cagnazzo et al., 2017), quistes en el páncreas, hernias abdominales y lesiones cardiacas 

(Cornec-Le Gall, Alam and Perrone, 2019; Colbert et al., 2020). 

3.1.3. Tratamientos  

Actualmente, los tratamientos se concentran en paliar las manifestaciones tanto renales 

como extrarrenales y en ralentizar el crecimiento de los quistes y la pérdida de función 

renal. La expansión de los quistes conduce a la activación del sistema renina-

angiotensina-aldosterona, que, a su vez, contribuye a que los quistes continúen 

aumentando de tamaño y expandiéndose, por lo que bloquear este sistema es una opción 

para tratar la enfermedad (Reiterová and Tesař, 2022).  
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Tolvaptan es el primer y único tratamiento farmacológico aprobado por la Administración 

de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para ADPKD. Se trata de 

un agente que bloquea el receptor de vasopresina V2 y que antagoniza los efectos 

antidiuréticos de la vasopresina (Blair, 2019). En modelos animales ortólogos al ADPKD 

humano, se observó que este fármaco inhibía la cistogénesis al bloquear la señalización 

de AMPc. Esta inhibición de AMPc causaba una menor secreción de fluidos y una 

disminución de la proliferación celular, reduciendo así la cistogénesis (Gattone et al., 

2003; Torres et al., 2004; Wang et al., 2005). En un estudio clínico de fase tres, 

multicéntrico, randomizado doble ciego y controlado con placebos, se administró 

tolvaptan a lo largo de 36 meses a 961 pacientes. En comparación con los pacientes a los 

que se les administró placebo, tolvaptan consiguió ralentizar el aumento del volumen del 

riñón característico de la enfermedad y la pérdida de función renal, probablemente por 

una disminución en la secreción de fluido que ya había sido observada en los modelos 

animales (Torres et al., 2012).  

Actualmente, tolvaptan es el tratamiento recomendado para todos los pacientes con rápida 

progresión de ADPKD. No obstante, se ha descrito que puede causar varios efectos 

adversos en el organismo como poliuria, nicturia y polidipsia debido a la excreción de 

agua libre de electrolitos (Reiterová and Tesař, 2022). Considerando sus efectos adversos 

y teniendo en cuenta que este tratamiento no es capaz de evitar la aparición de los quistes 

o de hacer que estos quistes remitan, se requieren nuevas aproximaciones terapéuticas 

con las que tratar la enfermedad (Gómez-García et al., 2022).  

3.2. Edición genética 

La edición de los genes es necesaria para entender el papel de los mismos en el organismo 

mediante la modificación de su secuencia para estudiar los fenotipos mutantes que se 

obtienen. Anteriormente, el ADN era manipulado con enzimas de restricción (Kelly and 

Smith, 1970) y tecnología de ADN recombinante (Jackson, Symons and Berg, 1972). El 

problema de estas técnicas es que, en organismos eucariotas complejos, son ineficientes 

y poco precisas. Otras técnicas son el ARN de interferencia (ARNi) y la recombinación 

homóloga. Con ARNi, se puede hacer knockdown de la función de los genes para estudiar 

estas funciones. El problema de ARNi es que el knockdown no es completo y no es lo 

suficientemente específica. Por otra parte, la recombinación homóloga es una técnica con 

la que se pueden hacer modificaciones en los genes más específicas, pero es un proceso 
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muy poco eficiente, ya que de cada millón de células tratadas, solamente una pasa por 

esta recombinación homóloga (Govindan and Ramalingam, 2016).  

Las nucleasas programables son unas herramientas moleculares novedosas para editar el 

genoma que se han desarrollado en estos últimos años y que aprovechan los mecanismos 

celulares de reparación de daños del ADN para introducir cambios en la secuencia de 

ADN con una mayor especificidad y eficiencia (Chandrasegaran and Carroll, 2016). Con 

estas nucleasas, además de estudiar la función de los genes, se podrían tratar 

enfermedades humanas genéticas causadas por mutaciones concretas (Govindan and 

Ramalingam, 2016).  

Están formadas por dominios de unión a ADN programables y específicos a la secuencia 

que se quiere modificar fusionados con un dominio de escisión de ADN. Estos dominios 

producen roturas de doble cadena (DSBs), que provocan la activación de los mecanismos 

celulares de reparación del ADN (Gaj, Gersbach and Barbas, 2013). 

Hay dos mecanismos de reparación del ADN: unión de extremos no homólogos (non-

homologous end-joining, NHEJ) y reparación dirigida por homología (homology-directed 

repair, HDR). NHEJ es un mecanismo propenso a introducir errores, ya que la rotura de 

la cadena de ADN es reparada mediante ligación directa, por lo que muchas veces 

conduce a la inserción y deleción de nucleótidos (indel), que son mutaciones que pueden 

modificar los marcos de lectura abiertos y consecuentemente las proteínas codificadas 

por la secuencia. Es un proceso que ocurre a lo largo de todo el ciclo celular y que no es 

deseable en edición genética, ya que lo que interesa son modificaciones de la secuencia 

dirigidas y específicas (Cruz and Freedman, 2018).  

HDR es un mecanismo basado en la recombinación homóloga en la que se utiliza una 

plantilla para corregir el ADN dañado y así reparar la secuencia por complementariedad 

de bases. Es el sistema que más interesa para la edición genética, ya que, si se introduce 

un molde de ADN con la modificación deseada, este mecanismo repara las roturas de la 

cadena de ADN integrando la mutación en la secuencia a partir del molde. El 

inconveniente de HDR es su baja eficiencia en comparación con NHEJ, que es el 

mecanismo de reparación dominante en las células (Chandrasegaran and Carroll, 2016; 

Cruz and Freedman, 2018).  

Se ha observado que las roturas de la doble cadena de ADN aumentan la frecuencia de 

HDR en varios órdenes de magnitud, por lo que las nucleasas programables que hacen 
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estas escisiones en el ADN aumentan la eficiencia de HDR, permitiendo la introducción 

de mutaciones dirigidas en la secuencia de interés para editar el genoma (Gaj, Gersbach 

and Barbas, 2013).  

3.2.1. Nucleasas programables 

Las zing-finger nucleases (ZFNs) fueron las primeras nucleasas programables en 

diseñarse mediante la fusión de proteínas con dedos de zinc (ZFPs), que son un motivo 

de unión al ADN, con un dominio de escisión de ADN no específico que proviene de la 

enzima de restricción FokI (Kim, Cha and Chandrasegaran, 1996). Los dominios de unión 

al ADN contienen varios motivos dedos de zinc (ZF). Cada uno de estos ZF reconocen 

tres pares de bases y han sido desarrollados de tal manera que son capaces de reconocer 

los 64 tripletes posibles de nucleótidos. Para poder hacer una rotura específica en la 

cadena, hacen falta dos ZFPs, que son diseñados para reconocer dos secuencias que 

flanquean los nucleótidos que se quieren modificar. Una vez se han unido, los dominios 

de escisión cortan el ADN y producen una DSB (Kim, Cha and Chandrasegaran, 1996; 

Govindan and Ramalingam, 2016; Gómez-García et al., 2022). 

Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) son la segunda generación de 

nucleasas programables. Están formadas por un transcription activator-like effector 

(TALE), que es un dominio de unión al ADN proveniente de una bacteria patogénica de 

plantas del género Xanthomonas, junto a un dominio de escisión de ADN de FokI (Boch 

et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 2009). Cada uno de los motivos TALE reconoce 

un único nucleótido. Al igual que en el caso de los ZFNs, son necesarios dos monómeros 

TALEN para reconocer las dos secuencias que flanquean la secuencia de interés, que se 

encuentra en una región espaciadora de 12-20 pares de bases. Este espaciador es lo que 

reconoce el dominio FokI para producir la DSB (Christian et al., 2010; Miller et al., 2011; 

Govindan and Ramalingam, 2016).  

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR Associated Protein 

9 Nuclease (CRISPR-Cas9) es un sistema de nucleasa programable que se identificó en 

1987 en Escherichia coli. En bacterias, CRISPR proporciona inmunidad adquirida contra 

ADN foráneo. Estos fragmentos de ADN foráneo, llamados espaciador, son integrados 

en el loci CRISPR y posteriormente son transcritos, formando ARN de CRISPR (ARNcr). 

Estos ARN se anillan al transactivador de ARNcr (ARNtracr) y dirigen la rotura del ADN 

foráneo a través de las proteínas asociadas a CRISPR (Cas), que son endonucleasas 
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(Ishino et al., 1987; Jinek et al., 2012; Wiedenheft, Sternberg and Doudna, 2012). Por 

tanto, el sistema CRISPR-Cas está formado por tres componentes: ARNcr, ARNtracr y 

una proteína Cas. Este sistema bacteriano puede ser programado mediante el diseño de 

ARNcr para que guíe a Cas al ADN que se quiere modificar, dándole especificidad por 

esa secuencia concreta para que haga una DSB.  

El ARNcr y el ARNtracr se han acabado fusionando en un ARN guía (ARNg), que cuenta 

con una secuencia de 20 pares de bases llamada espaciador que es complementaria a la 

secuencia genómica diana (protoespaciador) y con una zona scaffold con la que se asocia 

a Cas. Esta asociación activa Cas al provocar un cambio conformacional en la proteína y 

Cas activada reconoce en el genoma una secuencia llamada motivo adyacente al 

protoespaciador (PAM). Si el espaciador del ARNg es complementario a los nucleótidos 

diana que son adyacentes a PAM, Cas corta la cadena de ADN (Mali et al., 2013; Jinek 

et al., 2014; Szczelkun et al., 2014). 

La nucleasa más utilizada es spCas9, proveniente de Streptococcus pyogenes. spCas9 

corta las dos cadenas de ADN tres nucleótidos downstream a la PAM, que en el caso de 

la spCas9 es NGG, produciendo una DSB (Gasiunas et al., 2012; Le Rhun et al., 2019), 

que, al igual que en las otras nucleasas programables, es posteriormente reparada por los 

mecanismos celulares de reparación del ADN: NHEJ y HDR. Con el sistema HDR se 

pueden hacer cambios específicos en la secuencia, pero, además de ser mucho menos 

eficiente que NHEJ, son necesarios moldes de ADN exógeno para poder realizar la 

reparación de la secuencia, por lo que se requieren estrategias de edición genética más 

precisas (Anzalone et al., 2019). 

Prime editing es una herramienta de edición genética capaz de modificar el genoma a 

través de sustituciones, inserciones y deleciones en ausencia de roturas de la doble cadena 

de ADN o de moldes de ADN (Anzalone et al., 2019). Se ha aplicado en la edición del 

genoma de varios organismos como moscas (Bosch, Birchak and Perrimon, 2020) y 

embriones de ratón (Liu et al., 2020), además de en células madre humanas (Sürün et al., 

2020) y en organoides procedentes de células de pacientes (Schene et al., 2020).   

Está formado por dos componentes: una transcriptasa inversa (RT) fusionada con una 

nickasa Cas9 (nCas9), que forman la proteína PE, y la guía de ARN de prime editing 

(ARNpeg). La nCas9, a diferencia de la Cas9 que se utiliza en sistemas de CRISPR-Cas9, 

no produce una DSB, ya que solo corta una de las dos cadenas, generando una SSB (single 
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strand break). Esto provoca menos indels y facilita la edición del genoma de una manera 

más precisa (Cho et al., 2014). La guía ARNpeg contiene una secuencia espaciadora 

próxima a la PAM y una extensión 3’ con la edición que se quiere realizar en el ADN 

(reverse transcription template, RTT). Además, esta ARNpeg contiene un primer binding 

site (PBS), que es complementario al gen que se quiere modificar. El espaciador del 

ARNpeg dirige la proteína PE1 al ADN diana. La nCas9 se une y corta el ADN, 

exponiendo el extremo 3’ OH, que hibrida con el PBS. A continuación, la transcriptasa 

inversa usa el dúplex ADN/ARN como sustrato y la RTT como plantilla para sintetizar 

una hebra 3’ que contiene la edición de interés. Esta hebra hibrida con la cadena 

complementaria no-editada y los sistemas celulares de reparación del ADN incorporan la 

edición en ambas cadenas (Anzalone et al., 2019) (Figura 1). 

 

Figura 1. Representación esquemática del sistema de prime editing. a) Prime editor (PE) está formado por una 
nickasa Cas9 (nCas9) fusionada a una transcriptasa inversa (RT) y una guía de ARN (ARNpeg). b) El complejo PE 

se une a la secuencia diana y corta la cadena en la que se encuentra el motivo adyacente del protoespaciador 
(PAM). c) El extremo 3’ de la cadena PAM hibrida con el extremo 3’ del ARNpeg en el primer binding site (PBS), 
iniciando la transcripción inversa. d) La RT transcribe la secuencia del ARNpeg a la cadena PAM. e) El complejo 
PE se disocia y los mecanismos de reparación celular forman un heterodúplex, en el que una de las cadenas es la 

editada. f) La incorporación de la edición se facilita mediante un corte en la cadena no editada, formando un 
homoduplex editado (Anderson et al., 2021) 
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Como los intermediarios de este proceso son susceptibles a reparación por apareamiento 

erróneo, lo cual puede reducir la eficiencia de edición, se han diseñado mejoras del 

mecanismo de prime editing. Una de estas mejoras es el sistema prime editing 3 (PE3), 

en el que se añade una nicking guide de ARN (ARNng) que dirige la proteína PE para 

que corte, además de la cadena diana para comenzar la transcripción inversa de la plantilla 

RTT, la cadena no-editada, lo cual facilita que se reemplace la cadena no-editada usando 

la editada como plantilla, consiguiendo mayores eficiencias en comparación con 

anteriores sistemas (Anzalone et al., 2019; Doman et al., 2022). 

La capacidad de prime editing para corregir mutaciones causantes de enfermedades ya ha 

sido demostrada en modelos in vitro de enfermedades como la enfermedad de células 

falciformes, causada por una transversión en el gen HBB, que conduce a una mutación en 

la β-globina. Para corregir esta transversión en células embrionarias de riñón humano 

HEK293T, a las que previamente se les había introducido la mutación, se trataron las 

células con prime editing programado para revertir la mutación de HBB y se obtuvo una 

eficiencia de corrección del 26-52% con solamente un 2,8% de indels, confirmando la 

habilidad de prime editing de corregir mutaciones causantes de enfermedades (Anzalone 

et al., 2019).  

4. Hipótesis y objetivo 

Dado que ADPKD es una enfermedad monogénica causada en gran parte por mutaciones 

missense y que prime editing permite introducir y corregir transversiones, inserciones y 

deleciones causantes de enfermedades de manera eficiente, la hipótesis de este trabajo es 

que, a través de la aplicación in vitro de la tecnología de prime editing, es posible corregir 

una mutación missense causante de ADPKD en fibroblastos embrionarios de ratón.  

Para comprobar esta hipótesis, el objetivo de este trabajo es corregir in vitro una de las 

mutaciones causantes de ADPKD en el gen Pkd1 mediante el sistema de prime editing en 

células derivadas de un modelo de ratón de enfermedad. Los objetivos más específicos 

son evaluar y establecer una línea celular de fibroblastos embrionarios de ratón portadores 

de una mutación missense en Pkd1, evaluar la eficiencia de la lipofectamina como técnica 

de transfección de plásmidos y analizar la eficiencia de corrección de prime editing en las 

células editadas. 
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5. Metodología 

5.1. Modelo murino de ADPKD 

El modelo RC es un modelo de ratones black 6 o C57BL/6 diseñado por Hopp et al., 2012. 

Para la obtención del modelo, se diseñó una construcción igual al gen Pkd1 wildtype, pero 

con una mutación de dos nucleótidos: sustitución de AGA por TGC 

(c.9805_9807AGA>TGC;p.R3277C), que da lugar a un cambio de aminoácido de 

arginina por cisteína. Esta construcción se incorporó en el genoma mediante 

recombinación homóloga y produce una proteína policistina-1 mutante (Figura 2). Como 

esta mutación está situada en el comienzo del segundo dominio transmembrana de la 

policistina-1, es posible que, como consecuencia, haya un mal plegamiento de la proteína, 

que genera un fenotipo no agresivo en el que los quistes se van formando progresivamente 

(Hopp et al., 2012), por lo que los ratones no mueren jóvenes y pueden tener genotipo 

homocigoto RC/RC, que en el caso de otros modelos más agresivos no es posible, ya que 

los ratones mueren en pocos días (Yu et al., 2007). 

 

Figura 2. Representación de la construcción del gen Pkd1 del modelo de ratón RC con la mutación p.R3277C en el 
exón 29 (Hopp et al., 2012). 

5.2. Obtención y mantenimiento de las células 

En este proyecto, se utilizaron fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) obtenidos a 

partir del modelo de ratón RC, citado anteriormente (Hopp et al., 2012). Se trabajó con 

este tipo de células debido a que son un buen modelo para el estudio de mecanismos 

celulares, moleculares y bioquímicos, además de que también son habituales en los 

estudios de las bases moleculares de enfermedades (Lengner et al., 2004; Lee et al., 2017). 

Para obtener estas células, se sacrificaron las hembras al día 13,5 de gestación y los 

embriones se cultivaron en placas de cultivo tisular estándar (p100). Para ello, se trituró 

con bisturí el embrión tras quitar la masa visceral y se digirió con dos incubaciones con 

tripsina-EDTA 0,25% de 10 minutos (Tan and Lei, 2019).  
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Para el trabajo con las células, se utilizó una cabina de flujo laminar de clase II. Todas las 

células se mantuvieron en un incubador a 37ºC, 5% de CO2 y condiciones estándar de 

humedad y se cultivaron con 8 mL de medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) 

(Sigma-Aldrich) suplementado con un 10% de serum fetal bovino (FBS) (Gibco) y un 1% 

de penicilina y estreptomicina (Gibco). Se les cambió el medio cada 2-3 días y se les 

realizaron pases al alcanzar un 90-100% de confluencia con 1 mL de tripsina-EDTA 0,25% 

(Gibco). Para lavar las células, se utilizó tampón fosfato salino (PBS) al 1%.  

5.3. Genotipado de los MEFs 

Los cruces de los progenitores para la obtención de embriones eran homocigotos para la 

mutación RC (RC/RC x RC/RC), por lo que todos los embriones y sus consiguientes 

células eran RC/RC, pero se llevaron a cabo PCR para asegurarse de que estos cruces se 

habían realizado correctamente y de que los MEFs realmente contaban con este genotipo 

mutante homocigoto. El genotipado del modelo RC comienza con una reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR), en la que se amplifica un fragmento del gen Pkd1 (fragmento 

RC) y se obtiene en la electroforesis una banda de 279 pb. Esta banda es la misma para 

todas las muestras, tanto si son wildtype como mutantes. A continuación, se digiere el 

producto de la PCR con la enzima de restricción HinfI, que en el caso del gen Pkd1 

wildtype, reconoce el sitio de restricción G^ANTC, que corta dando lugar a dos 

fragmentos. Estos dos fragmentos de 137 pb y 142 pb se visualizan en el gel de agarosa 

tras la electroforesis como una sola banda a una altura aproximada de 140 pb, ya que los 

tamaños de los fragmentos son tan similares que no se logran distinguir en el gel. En el 

caso del gen mutante, HinfI no reconoce el sitio de restricción y no corta el gen, por lo 

que se obtiene un único fragmento de 279 pb, al igual que en el anterior gel, que se 

encuentra a mayor altura que las dos bandas wildtype.  

Para ello, las células se lavaron con 4 mL de PBS 1%, se levantaron con 1 mL de tripsina-

EDTA 0,25% y se centrifugaron a 200 g durante 10 minutos. El pellet de células obtenido 

en la centrifugación se digirió con tampón de lisis y proteinasa K (ThermoFisher) durante 

1 hora a 37ºC, seguida de 15 minutos a 95ºC para inactivar la proteinasa K.  

El ADN se cuantificó en el espectrofotómetro NanoDrop para, a continuación, realizar la 

PCR con la que se amplificó el fragmento RC del gen Pkd1. Para ello, por cada muestra, 

se utilizaron 50 ng de ADN, 12,5 µL de Biomix BIO-25012 (Meridian), que contenía la 

Taq polimerasa, 5 µL de monohidrato de betaína B2754-500G (Sigma), 0,6 µL de primer 
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forward Fw-I25-RC/RC CTGCACCCTCCTAACTCTCC, 0,6 µL de primer reverse RV-

I-26-RC/RC AGGAAGAAGTCAGCCAAGGG y agua MiliQ hasta un volumen final de 

25 µL.  

Se utilizó un programa de PCR que constaba de una primera fase de desnaturalización a 

95ºC durante 3 minutos, seguida de la etapa de anillamiento de los primers y de 

elongación de la cadena de 35 ciclos a 95ºC durante 30 segundos, 60ºC durante 30 

segundos y 72ºC durante 17 segundos. Finalmente, una etapa a 72ºC durante 10 minutos.  

Una vez acabada la reacción de PCR, se realizó la electroforesis con geles de agarosa al 

1,5%. Para preparar estos geles, se disolvieron 1,5 g de agarosa en 150 mL de tris-borato-

EDTA 1x (TBE) (Sigma) y se añadieron 15 µL de bromuro de etidio (Fisher Bioreagents) 

para la visualización de las bandas. Se cargaron 7 µL de muestra junto a 2 µL de loading 

buffer, además de 5 µL de marcador de peso molecular HyperLadderTM 50bp (Meridian) 

en el primer pocillo. Los geles se corrieron a 160V durante una hora y se visualizaron en 

un ChemiDocTM MP Imagin System. 

Tras comprobar en el gel que la amplificación se había llevado a cabo correctamente, se 

digirió el producto de la PCR con la enzima de restricción HinfI. Para ello, se añadieron 

2 µL de tampón FastDigest (ThermoFisher) y 1 µL de la enzima a 10 µL de ADN de la 

anterior PCR. El volumen se completó hasta 30 µL con agua MiliQ. La muestra se incubó 

a 37ºC durante 5 minutos y a 65ºC durante 20 minutos para inactivar la enzima. Se realizó 

otra electroforesis en gel de agarosa y el resultado se visualizó siguiendo el mismo 

procedimiento. 

5.4. Inmortalización MEFs 

Una vez obtenidos y genotipados, los MEFs se inmortalizaron a través de la inactivación 

del gen de p53. Este proceso se llevó a cabo siguiendo dos estrategias: inactivación por 

CRISPR-Cas9 y silenciamiento (short-hairpin RNA, ARNsh). El protocolo consistía en 

la transfección de células HEK293T (CRL-3216, ATCC) con plásmidos que codificaban 

para CRISPR-Cas9 y ARNsh empaquetados en lentivirus y retrovirus, respectivamente. 

Las células HEK293T son unas células de rápido crecimiento que en este caso se 

utilizaron como productoras de las partículas víricas de lentivirus y retrovirus que 

contenían los plásmidos de CRISPR y ARNsh, con las que se infectaron las células diana 

para su inmortalización (Figura 3).  
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Figura 3. Protocolo general de la inmortalización de las células RC. Las células HEK293T se transfectaron con los 
sistemas de CRISPR y ARNsh empaquetados en lentivirus y retrovirus, respectivamente. Estas células produjeron 

partículas víricas, con las que se infectaron las células RC para su inmortalización. Figura creada con 
BioRender.com 

En primer lugar, se sembraron 5 millones de células HEK293T en placas p100 con medio 

DMEM suplementado con un 10% de FBS y un 1% de penicilina y estreptomicina. Se 

prepararon cuatro placas: una placa que se utilizaría como control de proteína fluorescente 

verde (GFP) de lentivirus, otra como control GFP de retrovirus, una placa de CRISPR y 

por último una de ARNsh.   

A las 24h de haberlas sembrado, las células HEK293T se transfectaron con los plásmidos 

de CRISPR, ARNsh y GFP y con los plásmidos de empaquetamiento víricos. Para ello, 

se añadieron 30 µL de polietilenimina (PEI) por cada p100 para tener un ratio 1:6 

ADN:PEI a 220 µL de medio DMEM sin suplementar y se añadieron 5 µL de los 

plásmidos a 245 µL de medio DMEM sin suplementar.  

En el caso de la transfección de CRISPR, se utilizó el plásmido lentiCRISPR v2 (Addgene 

#52961) (Sanjana, Shalem and Zhang, 2014), que se añadió junto a los plásmidos de 

empaquetamiento de lentivirus pLp1 (Addgene: Vector Database - pLP1, no date), pLp2 

(Addgene: Vector Database - pLP2, no date) y pLP/VSVG (Addgene: Vector Database - 

pLP/VSVG, no date) con proporción 1(1:1:1) a los 245 µL de medio. Al tratarse de placas 

p100, se añadieron 1,25 µL de plásmido lentiCRISPR v2 y 1,25 µL de cada uno de los 

plásmidos de empaquetamiento. Además, siguiendo el mismo protocolo, se preparó el 
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plásmido c-FUGW (Addgene #14883) (Lois et al., 2002), que contiene el gen de GFP, 

que, al igual que lentiCRISPR v2, se empaqueta con lentivirus. 

En el caso de la transfección de ARNsh, se utilizó el plásmido shp53-hygro (Addgene: 

Vector Database - pMSCV hygro, no date), que se añadió junto al plásmido de 

empaquetamiento de retrovirus pCL-Eco (Addgene: pCL-Eco, no date) en una proporción 

1:1, es decir, 2,5 µL de plásmido shp53-hygro y 2,5 µL de pCL-Eco a 245 µL de medio. 

De la misma manera que con el plásmido de CRISPR, se preparó plásmido de GFP que 

se empaqueta con retrovirus, pBabe puro IREs-EGFP (Addgene #14430). 

Los plásmidos se mezclaron con el PEI, que es un polímero orgánico que protege el ADN 

y que ayuda a introducirlo dentro de las células (Lungwitz et al., 2005). Se incubaron 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, se añadió el contenido de 

cada tubo a las p100 correspondientes: CRISPR con el plásmido lentiCRISPR v2, GFP 

con el plásmido para lentivirus c-FUGW, ARNsh con el plásmido shp53-hygro y GFP 

con el plásmido para retrovirus pBabe puro IREs-EGFP. A las 8h, se les cambió el medio 

a las placas tras lavarlas con PBS. 

Para comprobar que las células HEK293T habían sido transfectadas correctamente con 

los virus, se observaron las HEK293T de GFP, tanto de lentivirus como de retrovirus, al 

día siguiente en un microscopio de fluorescencia ZEISS.  

De forma paralela, se comenzó la primera ronda de infección de los MEFs RC para su 

inmortalización. Para ello, se filtró el medio de las células HEK293T, que contenía las 

partículas virales, con un filtro de 0,45 µL y se añadió 1 µL de polibreno, un polímero 

catiónico que mejora la eficiencia de infección (Chancy et al., 1988), de concentración 

16 mg/mL por cada 2 mL de medio filtrado. Se completó con medio fresco hasta obtener 

10 mL de cada suspensión viral, que se añadió a las células RC correspondientes lavadas 

con PBS. Este paso se repitió dos veces para completar la segunda y tercera ronda de 

infección con 12 h entre cada ronda. A las 8h de la tercera ronda de infección, se cambió 

el medio con partículas virales por medio fresco. Las células RC infectadas con los virus 

que contenían los plásmidos de GFP también se observaron en el microscopio de 

fluorescencia para comprobar que se habían infectado correctamente.  
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5.4.1. Selección de las células inmortalizadas 

Para seleccionar las células que habían sido inmortalizadas, primero se realizó una curva 

de muerte de antibióticos, que es un experimento dosis-dependiente en el que las células 

son expuestas a concentraciones crecientes de un antibiótico para determinar la 

concentración mínima necesaria para matar todas las células. La concentración óptima es 

en la que 100% de las células que no han sido transformadas por los plásmidos mueren y 

en la que hay una supervivencia máxima de las células transformadas.  

El plásmido lentiCRISPR v2 contenía resistencia a puromicina, por lo que se probaron 

diferentes concentraciones de puromicina (0,5 y 1 µg/mL) en las células CRISPR y un 

control negativo de células sin transfectar a partir de un stock de puromicina 10 mg/mL 

(Gibco). El plásmido shp53-hygro contenía resistencia a higromicina, por lo que las 

células ARNsh y su control negativo fueron expuestas a concentraciones crecientes de 

higromicina (100, 200, 500, 800 y 1000 µg/mL) a partir de un stock 50 mg/mL (Gibco).  

Se realizaron dos rondas de selección de las células RC inmortalizadas, en las que se 

añadió el antibiótico al medio DMEM y se observó el progreso de las células a lo largo 

de tres días, comparándolas con células control que no habían sido infectadas con los 

virus y que, por lo tanto, no eran resistentes a dichos antibióticos.  

5.5. Experimentos de transfección 

5.5.1. Lipofectamina con GFP 

El objetivo de este proyecto era la corrección de una de las mutaciones causantes de 

ADPKD en células RC a través de prime editing. Para transfectar las células RC con esta 

maquinaria de edición, se optó por el reactivo comercial lipofectamina. Antes de trabajar 

con prime editing, se llevaron a cabo dos experimentos con GFP, que actuó como control 

para comprobar las condiciones más favorables de transfección. 

En primer lugar, se quería comparar la eficiencia de transfección de la lipofectamina 2000 

(Invitrogen) entre células inmortalizadas y células de cultivo primario con un plásmido 

control de GFP pmaxFP-Green-N (Addgene: Vector Database - pmaxFP-Green-N, no 

date), ya que en anteriores estudios se han observado grandes diferencias en la eficiencia 

entre ambos tipos de células. Para ello, el día anterior se sembraron 35.000 MEFs RC 

inmortalizados en cuatro pocillos de una placa de 24 pocillos y 35.000 MEFs RC 
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primarios de la misma línea celular también en cuatro pocillos. Uno contenía solamente 

las células como control de autofluorescencia. En el segundo pocillo, se añadió el reactivo 

de lipofectamina 2000 para comprobar si este reactivo causaba toxicidad en las células y 

provocaba muerte celular. En el tercero se añadió el plásmido de GFP para confirmar que 

no entraba en las células por sí mismo sin el complejo lipídico como reactivo de 

transfección. Por último, en el cuarto pocillo se añadió tanto el reactivo de lipofectamina 

como el plásmido de GFP para analizar la eficiencia de la transfección.  

Siguiendo el protocolo de la casa comercial, se diluyó 1,5 µL del reactivo de 

lipofectamina 2000 en 25 µL de medio Opti-MEM libre de serum (Invitrogen) y 0,5 µg 

de plásmido de GFP en otro 25 µL de Opti-MEM (ratio 1:3 ADN:lipofectamina). Para 

formar los complejos lipídicos, se incubó la lipofectamina diluida con el plásmido de GFP 

también diluido en Opti-MEM durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se añadieron tanto el reactivo y el plásmido por separado como los 

complejos a las células correspondientes. Los pocillos se completaron con medio DMEM 

hasta alcanzar 500 µL, volumen óptimo para placas de 24 pocillos. Al cabo de 5 horas, 

se cambió el medio de las células por medio DMEM.  

Para comprobar si las células se habían transfectado y contenían la proteína GFP, durante 

los dos días siguientes a la transfección se observaron al microscopio de fluorescencia 

con un filtro de luz azul, ya que la proteína absorbe esta luz azul y se excita, emitiendo 

luz verde que se puede visualizar en el microscopio. Al tercer día, se analizaron las células 

en un citómetro de flujo, que es una técnica que cuantifica la población de células al pasar 

estas por un capilar y ser excitadas por un láser de luz. Para preparar las células para el 

citómetro, se levantaron con 1 mL de tripsina-EDTA 0,25% y se centrifugaron 10 minutos 

a 200 g. Se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 100 µL de PBS, 

que se transfirieron a una placa de p96 para la cuantificación en el citómetro. La 

autofluorescencia de las células se descartó al delimitar el área de fluorescencia 

correspondiente a los controles, que eran células a las que no se les había añadido ni el 

plásmido de GFP y ni la lipofectamina.   

En segundo lugar, se quería comparar la eficiencia de transfección del reactivo de 

lipofectamina 2000 con la lipofectamina 3000, que es un reactivo más novedoso y que en 

algunos casos ha demostrado ser más eficiente. Se siguió el mismo protocolo de 

transfección y se analizaron las células tanto en el microscopio de fluorescencia como 

con citometría de flujo.  
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Los resultados se analizaron estadísticamente con el software GraphPad Prism versión 9. 

Las diferencias estadísticamente significativas se evaluaron a través de prueba t de 

Student. Se consideraron significativas para p < 0,05 (*), p < 0,001 (**), p < 0,0001 (***). 

5.5.2. Lipofectamina con prime editing 

Para el experimento con prime editing, se utilizaron plásmidos de ADN de doble cadena 

que codificaban para la proteína PE, que contiene la RT fusionada con la nCas9, la guía 

de ARN (ARNpeg) y tres nicking guides (ARNng) diferentes. El plásmido de PE es un 

plásmido comercial pCMV-PEmax (Addgene #174820) (Chen et al., 2021). En el 

laboratorio de Genética y biología del desarrollo de las enfermedades renales del IDIS, 

en un trabajo previo, se diseñaron y clonaron las guías de ARN en plásmidos comerciales. 

En el caso del ARNpeg, se clonó en el plásmido pU6-tevopreq1-GG-acceptor (Addgene 

#174038) (Nelson et al., 2022) y las tres ARNng en el plásmido BPK1520 (Addgene 

#65777) (Kleinstiver et al., 2015) (Tabla 1).  

ARNpeg 

5’-ACGGGTCTCGCACCGAACACAGCAGGTAACCCTCGTT 

TTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG 

TTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTACT 

AGAGTCCAGAGGGTTACCTGCCGCGGGAGACCGTA- 3’ 

ARNng -5 5’ -GCCGCTTTACTAGAGTCCAG- 3’ 

ARNng -38 5’ -TCTGGCTCTCCATATGGGAC- 3’ 

ARNng -94 5’ -GCAGTTCCAGCGGCTCCTCG- 3’ 
 

Tabla 1. Secuencias de la guía ARNpeg y de las tres nicking guides ARNng. 

El ARNpeg contiene una secuencia espaciadora complementaria al ADN, una extensión 

3’ que codifica una plantilla para la transcriptasa inversa que contiene la edición que se 

quiere realizar en el gen diana (RTT) y un PBS que es complementario al ADN diana que 

se hibrida al extremo 3’ del gen una vez la Cas9 ha cortado la secuencia, exponiendo este 

extremo 3’ (Figura 4).  
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Figura 4. Representación esquemática del gen Pkd1 wildtype y mutante RC con la estructura del ARNpeg. En rojo se 
han marcado los nucleótidos que son diferentes entre el gen wildtype (AGA) y el gen mutante (TGC) y que se quieren 

modificar con prime editing para pasar de TGC a AGA. En gris está representada la secuencia espaciadora 
complementaria al ADN, en azul claro la plantilla para la transcriptasa inversa RTT, que contiene la edición que se 

quiere realizar en el genoma, y en azul oscuro el PBS que se anilla para facilitar esta edición. 

Los ARNng están diseñados para hibridar upstream (5, 38 y 94 nucleótidos) y facilitar la 

incorporación de la edición al genoma al provocar un corte adicional en la cadena por 

parte de la nCas9. 

Para este experimento, se sembraron 15.000 MEFs RC inmortalizados en placas de 48 

pocillos para seis condiciones: 

 PE + ARNpeg 

 PE + ARNpeg + ARNng -5 

 PE + ARNpeg + ARNng -38 

 PE + ARNpeg + ARNng -94 

 GFP 

 Control 

Al día siguiente de haber sembrado las células para una confluencia aproximada del 70-

90%, se siguió el protocolo de la casa comercial del reactivo de lipofectamina 2000 

adaptado para la transfección de maquinaria de prime editing (Doman et al., 2022). En 

un falcon se diluyó lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM, mientras que en otro se 

diluyeron los componentes de prime editing con las cantidades necesarias para añadir a 

las células 750 ng de plásmido de PE, 250 ng de ARNpeg y 83 ng de los diferentes ARNng, 

siguiendo las recomendaciones para el sistema de prime editing PE3 (Doman et al., 2022). 
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A continuación, se mezcló el contenido de ambos falcons para formar los complejos 

lipídicos, que se incubaron durante 15 minutos para, acto seguido, añadirlos a los pocillos 

correspondientes. De la misma manera, se prepararon la lipofectamina y el plásmido de 

GFP, ambos diluidos en medio Opti-MEM, que se incubaron y añadieron al pocillo de 

GFP. Los pocillos se completaron con medio DMEM completo hasta alcanzar 200 µL. 

Al cabo de 5 horas, se cambió el medio de las células con los complejos lipídicos por 

medio DMEM.  

Al cabo de los dos días siguientes, se observó el pocillo de células con GFP en el 

microscopio de fluorescencia para comprobar que la lipofectamina había logrado 

introducir esta proteína en las células como control de transfección.  

Con el objetivo de analizar si prime editing había logrado corregir la mutación, se extrajo 

el ADN de las células que habían sido transfectadas con la maquinaria de prime editing 

siguiendo el mismo protocolo que se indica en el apartado 5.3. A continuación y como 

primera aproximación para saber si prime editing había corregido la mutación, se 

procedió a la amplificación del fragmento RC del gen Pkd1 por PCR y a la digestión de 

este producto de PCR con la enzima HinfI con el objetivo de, posteriormente, visualizar 

en un gel de agarosa la posible banda wildtype, que significaría que se ha corregido la 

mutación.  

La segunda aproximación consistía en la secuenciación del fragmento RC a través de 

electroforesis capilar (Sanger) en el servicio de Medicina Genómica del Hospital Clínico 

Universitario de Santiago de Compostela (CHUS). Las secuencias obtenidas se 

analizaron con la herramienta bioinformática ICE CRISPR Analysis Tool (Synthego, 

https://ice.synthego.com/). 

6. Resultados y discusión 

6.1. Genotipado de MEFs 

En la Figura 5, se puede observar el gel de agarosa con los resultados del genotipado del 

modelo RC. Analizando el gel y teniendo en cuenta la construcción del modelo, se puede 

concluir que todas las muestras se corresponden con el genotipo mutante RC/RC, ya que 

todas presentan la banda de 279 pb en el primer gel y esta misma banda en el segundo, 

https://ice.synthego.com/
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en comparación con el control negativo que proviene de una muestra wildtype y que 

presenta una banda a la altura de 140 pb al haber cortado la enzima de restricción. 

 

Figura 5. Gel de agarosa de las PCR de células RC. De izquierda a derecha, muestras 4222, 4223, 4224, 4225, 
4226, 4227, control positivo y control negativo. 5a) Gel de agarosa de los productos de la PCR del fragmento RC de 
Pkd1 antes de tratarlo con la enzima de restricción HinfI 5b) Gel de agarosa tras tratar los productos de PCR con la 

enzima HinfI 

6.2. Inmortalización MEFs 

Los cultivos primarios de MEFs son complicados de transfectar y suele haber grandes 

diferencias en la eficiencia de transfección entre cultivos primarios e inmortalizados 

(Kucharski, Mrowiec and Ocłoń, 2021). En anteriores estudios, se observó que las 

eficiencias de transfección con lipofectamina en MEFs inmortalizados (22%) (Fouriki 

and Dobson, 2013) es mayor que la eficiencia en cultivos primarios (3-8%) (Tsuchiya et 

al., 2016). Además, en el laboratorio en el que se llevó a cabo este estudio, se habían 

probado a transfectar MEFs primarios con lipofectamina y se habían obtenido unas 

eficiencias de alrededor de un 6%, por lo que se optó por inmortalizar los MEFs con el 

objetivo de aumentar la eficiencia de transfección.  

La inmortalización es un proceso en el que las células pierden los puntos de control de 

las vías de señalización del ciclo celular. De esta manera, evaden la senescencia celular 

que es característica de la curva de crecimiento de los cultivos primarios, formada 

principalmente por tres fases. La primera de ellas es la fase propiamente de cultivo celular 

primario, en la que las células se adaptan a las condiciones in vitro. La segunda fase es la 
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de crecimiento exponencial o de línea celular primaria, en la que las células crecen 

exponencialmente y se van haciendo subcultivos para mantener este crecimiento. Debido 

a la acumulación de especies reactivas de oxígeno y a otros factores (Busuttil et al., 2003; 

Parrinello et al., 2003), a partir de un determinado pase, en el caso de células MEF 

alrededor de pase 4 o 5, las células dejan de expandirse de forma exponencial como 

anteriormente y empiezan a entrar en senescencia (Carter and Shieh, 2010; Philippeos et 

al., 2012). Al inactivar los puntos de control del ciclo celular, las células no entran esta 

senescencia y continúan creciendo y expandiéndose indefinidamente in vitro. Las líneas 

celulares continuas o inmortalizadas que se forman gracias a esto cuentan con una gran 

cantidad de ventajas en comparación con las líneas celulares primarias, la más importante 

siendo que permiten mantener células en cultivo durante largos períodos de tiempo para 

llevar a cabo experimentos en una misma línea (Carter and Shieh, 2010).  

Una manera habitual de inmortalizar células es inactivando el gen de p53, que es un factor 

de transcripción que, al activarse por daños en el ADN como los causados por el estrés 

oxidativo, induce la apoptosis en las células (Salama et al., 2014). En algunos estudios se 

ha observado que la inactivación espontánea de p53, que ocurre de manera aleatoria en 

algunas células, provoca inmortalización de las mismas, ya que no induce la apoptosis, 

por lo que esta inactivación de p53 se ha aprovechado como una estrategia de 

inmortalización (Harvey and Levine, 1991). 

En el proceso de inmortalización, se transfectaron células HEK293T con los plásmidos 

de CRISPR, ARNsh y GFP empaquetados en lentivirus y retrovirus para producir las 

partículas virales con las que infectar las células RC diana. Para comprobar que los virus 

eran capaces de entrar en las células HEK293T y de transfectarlas con los plásmidos que 

han empaquetado, se observaron las células HEK293T de GFP en un microscopio de 

fluorescencia. GFP es una proteína que emite fluorescencia en la zona verde del espectro 

visible (Remington, 2011), por lo que las células de color verde son aquellas que 

contienen la proteína y que, por lo tanto, han sido transfectadas con los plásmidos de GFP. 

Tal y como se puede observar en la Figura 6, tanto los lentivirus como los retrovirus 

lograron transfectar las células HEK. 
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Figura 6. Células HEK293T GFP transfectadas con los plásmidos CRISPR (a, b y c) y ARNsh (figura d, e y f) tras 
las tres rondas de infección visualizadas con el microscopio de fluorescencia ZEISS. En la primera columna (figura 
6a y 6d), se ha aplicado el filtro de luz azul y se observan en verde las células con GFP (células transfectadas). La 

segunda columna (figura 6b y 6e) corresponde a las células sin filtro. La tercera columna (figura 6c y 6f) 
corresponde a la fusión de las dos figuras anteriores para comparar las células verdes con las que no emiten 

fluorescencia.  

De la misma manera, tras infectar las células RC con las partículas virales provenientes 

de las células HEK293T, se observaron en el microscopio de fluorescencia (Figura 7). Al 

igual que en las HEK293T, los lentivirus y los retrovirus lograron transfectar las células, 

ya que la gran mayoría de ellas son de color verde al contener la proteína GFP. 

 

Figura 7. Células RC GFP transfectadas con los plásmidos CRISPR (figura a, b y c) y ARNsh (figura d, e y f) tras las 
tres rondas de infección visualizadas con el microscopio de fluorescencia ZEISS. En la primera columna (figura 7a y 
7d), se ha aplicado el filtro y se observan en verde las células con GFP (células transfectadas). La segunda columna 
(figura 7b y 7e) corresponde a las células sin filtro. La tercera columna (figura 7c y 7f) corresponde a la fusión de 

las dos figuras anteriores para comparar las células verdes con las que no emiten fluorescencia.  
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6.2.1. Curva de muerte de antibióticos (selección de MEFs 

inmortalizados) 

Para seleccionar los MEFs RC transformados e inmortalizados con el plásmido de 

CRISPR (Figura 8), que contiene resistencia al antibiótico puromicina, se escogió como 

concentración óptima 0,5 µg/mL de puromicina, ya que, a esta concentración, murieron 

todas las células control (no infectadas con lentivirus), mientras que en el caso de las 

infectadas con los lentivirus que contenían el plásmido de CRISPR, solo murieron 

algunas de las células (las que no habían introducido el plásmido). La concentración de 1 

µg/mL se descartó debido a que, a esta concentración, se observó una elevada mortalidad 

de las células CRISPR por exceso de antibiótico.  

 

Figura 8. Curva de antibióticos de puromicina de células control e infectadas con lentivirus que contenían el 
plásmido lentiCRISPR v2 expuestas a 0,5 y 1 µg/mL de puromicina a lo largo de tres días. 

En el caso de las células ARNsh en las que el plásmido contenía resistencia a higromicina 

(Figura 9 y 10), se observó que 100 µg/mL no eran suficientes para causar la muerte 

celular de todas las células control. En cambio, con una concentración de 250 µg/mL sí 

se observó la muerte de todas las células control y de parte de la población celular 

infectada con los retrovirus que contenían el plásmido de ARNsh. Por otro lado, a 

concentraciones de 500, 800 y 1000 µg/mL había un exceso de muerte celular en la placa 
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de resistencia a higromicina de manera similar a lo que sucedió en las células control. Por 

lo tanto, se estableció 250 µg/mL como concentración óptima de higromicina.  

 

Figura 9. Curva de antibióticos de higromicina de células control expuestas a 100, 250, 500, 800 y 1000 µg/mL de 
higromicina a lo largo de tres días.  

 

Figura 10. Curva de antibióticos de higromicina de células infectadas con retrovirus que contenían el plásmido 
shp53-hygro expuestas a 100, 250, 500, 800 y 1000 µg/mL de higromicina a lo largo de tres días. 
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6.3. Transfección MEFs primarios vs inmortalizados 

Los fibroblastos embrionarios de ratón son células complicadas de transfectar y en las 

que hay muchos factores que afectan a la eficiencia, como la densidad celular a la hora 

de llevar a cabo los análisis, la viabilidad de las células y el propio pase de las mismas 

(Kucharski, Mrowiec and Ocłoń, 2021). 

El método que ha conseguido una mayor eficiencia de transfección en MEFs son los 

vectores virales lentivirus o adenovirus, en los que se ha logrado alcanzar un 70% de 

eficiencia (Kucharski, Mrowiec and Ocłoń, 2021). No obstante, estos vectores son 

potencialmente tóxicos, por lo que normalmente se opta por opciones no virales como los 

métodos físicos o las partículas inorgánicas. La electroporación es el método físico más 

habitual en la transfección de una gran variedad de tipos celulares, entre los que se 

encuentran los MEFs, en los que han conseguido eficiencias de entre el 16 y el 80% 

(McCoy, Collins and Ugozzoli, 2010; Lee et al., 2017). Sin embargo, es un método caro 

y que causa mucha muerte celular, además de que se necesitan grandes cantidades de 

células para poder llevarlo a cabo. 

En este proyecto, se optó por la lipofectamina, que es un liposoma catiónico que forma 

un complejo con los ácidos nucleicos que, a pesar de la carga negativa de estos, continúa 

siendo algo catiónico, lo que facilita la incorporación de este complejo por parte de las 

células a través de la membrana plasmática cargada negativamente (Wagner, Culmsee 

and Boeckle, 2005; Maurisse et al., 2010). Además, la bicapa lipídica del liposoma 

protege a los ácidos nucleicos de la degradación (Zuris et al., 2015) 

Esta familia de reactivos comerciales es muy común en la transfección de fibroblastos, 

con eficiencias que varían entre 3-60%, por lo que no es el más eficiente (Kucharski, 

Mrowiec and Ocłoń, 2021), pero cuenta con ventajas como baja toxicidad y una 

metodología simple (Maurisse et al., 2010), que son dos requisitos importantes de 

reactivos de transfección (Dalby et al., 2004). 

Para comprobar si las células RC habían sido transfectadas con el plásmido de GFP, se 

observaron en el microscopio de fluorescencia durante los dos días siguientes de haberlas 

tratado con la lipofectamina. En la Figura 11 se puede observar que hay un mayor número 

de células verdes transfectadas con GFP en el cultivo inmortalizado en comparación con 

el primario.  
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Figura 11. Células RC inmortalizadas y de cultivo primario transfectadas con plásmido de GFP mediante 
lipofectamina 2000 a los dos días se haber sido transfectadas observadas con microscopio de fluorescencia. 

La mayor eficiencia de transfección en cultivo inmortalizado se confirmó con citometría 

de flujo al obtener una media de 70,9% de eficiencia (calculado como porcentaje de 

células positivas para GFP), significativamente mayor que el 14,2% de eficiencia en 

cultivo primario (Figura 12), coincidiendo con resultados de anteriores estudios (Fouriki 

and Dobson, 2013; Tsuchiya et al., 2016). En base a estos resultados, se continuó 

trabajando con MEFs inmortalizados. 

 

Figura 12. Comparación de la eficiencia de transfección de lipofectamina 2000 con plásmido de GFP en MEFs 
inmortalizados y primarios, analizada a través del citómetro de flujo. La autofluorescencia de las células se descartó 

en el análisis para tener en cuenta la fluorescencia debida al GFP que contienen las células transfectadas por el 
plásmido. La eficiencia de transfección en células inmortalizadas es significativamente mayor que en células de 

cultivo primario (p = 0,0001, ***). 12a) Gráficos del citómetro de flujo. En el eje y se representa SSC-A, que 
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proviene de medir la luz refractada en la superficie entre el láser y las estructuras intracelulares de las células, por 
lo que da información sobre la complejidad o granularidad de las mismas. En el eje x se representa FL1-A, que 
representa el canal que detecta la luz emitida. 12b) Gráfica generada con GraphPad a partir de los datos del 

citómetro.  

6.4. Transfección con lipofectamina 2000 vs 3000 

A pesar de que con lipofectamina 2000 ya se había obtenido una buena eficiencia en 

MEFs inmortalizados, se quiso comparar con la lipofectamina 3000 (Invitrogen), que es 

otro reactivo más novedoso con el objetivo de mejorar la eficiencia de transfección.  

Tal y como se puede observar en la Figura 13, tanto en las muestras tratadas con 

lipofectamina 2000 como con lipofectamina 3000, las células presentaron fluorescencia 

verde, indicando que esas células fueron transfectadas con el plásmido, confirmando así 

que la lipofectamina es capaz de introducir material genético dentro de las células. La 

cantidad de fluorescencia en células tratadas con lipofectamina 2000 y 3000 es parecida 

y no se aprecian visualmente diferencias significativas. 

 

Figura 13. Células RC inmortalizadas transfectadas con plásmido de GFP mediante lipofectamina 2000 y 3000 a los 
dos días se haber sido transfectadas observadas con microscopio de fluorescencia. 

Al analizar las muestras en el citómetro de flujo, se obtuvo que la eficiencia de 

transfección de la lipofectamina 2000 era del 74,5% y de la lipofectamina 3000 del 49% 

(Figura 14). Debido a que la eficiencia de transfección de la lipofectamina 2000 es mucho 

mayor que la de la lipofectamina 3000, esta se abandonó y se continuó trabajando 

solamente con la lipofectamina 2000 en los siguientes experimentos.  
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Figura 14. Comparación de la eficiencia de transfección de la lipofectamina 2000 y 3000, analizada a través del 
citómetro de flujo. La autofluorescencia de las células se descartó en el análisis para tener en cuenta solamente la 

fluorescencia debida al GFP que contienen las células transfectadas por el plásmido. 14a) Gráficos del citómetro de 
flujo. En el eje y se representa SSC-A, que proviene de medir la luz refractada en la superficie entre el láser y las 
estructuras intracelulares de las células, por lo que da información sobre la complejidad o granularidad de las 

mismas. En el eje x se representa FL1-A, que representa el canal que detecta la luz emitida. 14b) Gráfica generada 
con GraphPad a partir de los datos del citómetro 

En este experimento también se comprobó que el ratio ADN:lipofectamina de 1:3, que ya 

había sido probado en anteriores estudios del laboratorio, es óptimo y que, con estas 

cantidades, se obtienen buenos resultados, ya que el ratio ADN:lipofectamina es un factor 

importante en este tipo de experimentos que afecta tanto a la eficacia de la transfección 

como a la toxicidad celular (Felgner et al., 1994). Suele recomendarse un ratio de 1:2 o 

1:3 (Dalby et al., 2004), por lo que este resultado está dentro de lo esperado.  

6.5. Transfección de maquinaria de prime editing 

Con el objetivo de analizar si la maquinaria de prime editing lograba editar la mutación 

R3277C, se realizaron tres experimentos en los que se introdujo esta maquinaria en 

células RC inmortalizadas mediante lipofectamina 2000. En el primer experimento, se 

introdujo un total de 1 µg de ADN entre los plásmidos de PE, ARNpeg y ARNng y 3 µL 

de lipofectamina (ratio 1:3) y las células estuvieron expuestas a la lipofectamina durante 

más de las 5h recomendadas, por lo que al cabo de los días siguientes se observó una gran 

mortalidad tanto en las células de control GFP como en las de prime editing, ya que la 

lipofectamina acaba siendo tóxica para las células si están expuestas a ella durante un 

período de tiempo prolongado. En el segundo experimento se introdujo la misma cantidad 

de ADN y de lipofectamina, manteniendo el ratio 1:3, pero se les cambió el medio a las 
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células tras 5h de incubación con la lipofectamina. En este caso, no se observó mortalidad 

en el pocillo de GFP, que contenía 250 ng de plásmido y 0,75 µL de lipo (ratio 1:3), pero 

sí un exceso de muerte celular en los pocillos de prime editing. Por lo tanto, el tiempo de 

incubación de 5h es óptimo, pero 3 µL de lipofectamina son tóxicos para las células. En 

los anteriores experimentos con plásmidos de GFP se había comprobado que el ratio 1:3 

era óptimo para las células, ya que se obtenía una buena eficiencia con poca muerte 

celular, pero en estos experimentos se utilizaron 500 ng de ADN y 1,5 µL de 

lipofectamina. Al intentar mantener el ratio de 1:3 en los experimentos de prime editing, 

se añadió una cantidad excesiva de lipofectamina, que es tóxica para las células. Como 

consecuencia, en el tercer experimento se disminuyó la dosis de lipofectamina a 1 µL, 

estableciendo un ratio 1:1. En este caso, al observar las células al microscopio óptico, no 

se observó mortalidad y las células presentaban un mejor aspecto en comparación con los 

anteriores experimentos. 

El ADN extraído de las células de los tres experimentos se analizó en el NanoDrop para 

obtener la calidad y cantidad del material genético (Tabla 2). El ratio A260/280 se 

relaciona con la pureza del ADN. Lo más deseable es un ratio de entre 1,8-2, aunque a 

partir de 1,6 también es aceptable. En este caso, todas las muestras están por debajo de 

1,6, por lo que es probable que haya contaminación de proteínas o de otros compuestos 

debido a que el método de extracción de ADN utilizado es un proceso en el que solamente 

se utilizar un tampón de lisis y proteinasa K y en el que el ADN no se purifica, por lo que 

no es posible la obtención de una elevada pureza. No obstante, esta calidad es suficiente 

para los dos análisis consiguientes (PCR y secuenciación). En cuanto a la cantidad de 

ADN, tal y como se puede observar en la Tabla 2, se obtuvo una mayor cantidad de ADN 

a partir de las células del tercer experimento, ya que en los dos anteriores se partió de un 

menor número de células para la extracción de ADN debido al exceso de muerte celular 

causado por una exposición prolongada a la lipofectamina y a un exceso de lipofectamina.  
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Tabla 2. Cantidad (ng/µL) y calidad (ratio A260/280) del ADN extraído de las células de los tres experimentos de 
prime editing. 

Como primera aproximación para comprobar si prime editing había conseguido corregir 

la mutación, se realizó una PCR del fragmento RC de Pkd1 (Figura 15) y posteriormente 

se trató el producto de esta PCR con HinfI (Figura 16). Tal y como se puede observar en 

la Figura 15, todas las muestras presentan una banda a la altura de 279 pb que se 

corresponde con la amplificación del fragmento RC del gen de Pkd1 que es igual en 

muestras wildtype y mutantes. En la Figura 16 se puede observar que en el pocillo de la 

muestra control wildtype aparece una banda a una altura aproximada de 140 pb que se 

corresponde a los dos fragmentos de tamaño similar que se generan al reconocer HinfI el 

sitio de restricción G^ANTC, que se encuentra solamente en las muestras wildtype que 

no tienen la mutación, mientras que en todas las otras muestras solo se observa la banda 

de 279 pb.  

El objetivo de estas PCR era ver si aparecía banda a la altura de 140 pb al tratar con HinfI 

las muestras transfectadas con prime editing, lo que demostraría que la maquinaria ha 

logrado modificar la mutación, convirtiendo el genotipo mutante del modelo RC (TGC) 

en wildtype (AGA). No obstante, no se aprecia banda a la altura de 140 pb en los pocillos 

de estas muestras, por lo que no parece que haya genotipo wildtype. 

Experimento Transfección ng/µL ADN A260/280
PE + ARNpeg 26,99 1,156
PE + ARNpeg + ARNng -5 29,16 1,196
PE + ARNpeg + ARNng -38 29,16 1,257
PE + ARNpeg + ARNng -94 27,23 1,115
PE + ARNpeg 34,27 1,392
PE + ARNpeg + ARNng -5 22,62 1,295
PE + ARNpeg + ARNng -38 28,91 1,404
PE + ARNpeg + ARNng -94 13,39 1,242
PE + ARNpeg 51,62 1,355
PE + ARNpeg + ARNng -5 40,42 1,416
PE + ARNpeg + ARNng -38 56,21 1,318
PE + ARNpeg + ARNng -94 57,39 1,472

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3
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Figura 15. Gel de agarosa de la PCR de las muestras de ADN obtenidas de las células transfectadas con prime 
editing antes de añadir la enzima HinfI. Por orden de izquierda a derecha, Exp1-PE + ARNpeg, Exp1-PE + ARNpeg 
+ ARNng -5, Exp1-PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp1-PE + ARNpeg + ARNng -94, Exp2-PE + ARNpeg, Exp2-PE + 

ARNpeg + ARNng -5, Exp2-PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp2-PE + ARNpeg + ARNng -94, Exp3-PE + ARNpeg, 
Exp3-PE + ARNpeg + ARNng -5, Exp3- PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp3-PE + ARNpeg + ARNng -94, control RC 

mutante, control wildtype y agua.  

 

Figura 16. Gel de agarosa de la PCR de las muestras de ADN obtenidas de las células transfectadas con prime 
editing tratadas con la enzima HinfI. Por orden de izquierda a derecha, Exp1-PE + ARNpeg, Exp1-PE + ARNpeg + 
ARNng -5, Exp1-PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp1-PE + ARNpeg + ARNng -94, Exp2-PE + ARNpeg, Exp2-PE + 
ARNpeg + ARNng -5, Exp2-PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp2-PE + ARNpeg + ARNng -94, Exp3-PE + ARNpeg, 

Exp3-PE + ARNpeg + ARNng -5, Exp3- PE + ARNpeg + ARNng -38, Exp3-PE + ARNpeg + ARNng -94, control RC 
mutante, control wildtype y agua. 

Como la electroforesis con gel de agarosa no es el método más adecuado para analizar 

polimorfismos en una secuencia, los productos de PCR se secuenciaron por Sanger. Las 

secuencias obtenidas y analizadas con el software informático ICE CRISPR Analysis 

Tool, que es específico para experimentos de CRISPR-Cas9, no mostraron la corrección 

de la mutación TGC>AGA (Figuras 17, 18, 19 y 20). 

En el caso de las muestras PE + ARNpeg (Figura 17), en el cromatograma se puede 

observar que a partir del punto en el que la nCas9 hace el corte, aparecen algunas 
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diferencias en la lectura de la secuencia. Concretamente, la nCas9 corta tres nucleótidos 

downstream del motivo adyacente al protoespaciador (PAM), que en este caso es CCA, 

localizado justo upstream de la secuencia complementaria al espaciador del ARNpeg. 

Estas diferencias en la lectura son debidas a indels, que son introducidos en el genoma 

por el sistema celular de reparación NHEJ tras detectarse el corte producido por la nCas9. 

Tal y como se ha diseñado el experimento, basándose en el sistema de prime editing, el 

PBS del ARNpeg, que es complementario a la cadena en la que se produce el corte, 

debería haberse anillado con esta cadena para facilitar la retrotranscripción de la plantilla 

RTT por parte de la transcriptasa inversa para corregir la mutación TGC (Figura 3 y 

Anexo figura 1).  

Al analizar las secuencias, se ha observado que, además de que no se ha corregido la 

mutación, ya que en todos los casos la secuencia es TGC en vez de AGA (wildtype), han 

aparecido indels en el punto de corte de la nCas9, lo cual puede significar que la zona de 

PBS del ARNpeg no se está anillando correctamente y que, por lo tanto, no se está 

retrotranscribiendo la edición en el genoma. Estos indels se pueden observar más 

claramente en el análisis de las secuencias de la Figura 17, en el que el 81% de las 

secuencias no han sido modificadas, mientras que en un 10% ha habido una deleción de 

la guanina que se encuentra justo en el corte de la nCas9, que ha desplazado toda la pauta 

de lectura, observándose en el cromatograma como picos minoritarios. De la misma 

manera, en un 4% de las secuencias ha habido una deleción de las dos guaninas siguientes 

al corte, en un 2% se ha introducido un nucleótido y en un 1% se han delecionado tres 

nucleótidos.   

 

Figura 17. Resultados de la secuenciación de Sanger de la muestra del PE + ARNpeg del experimento 1 visualizados 
y analizados en ICE Synthego. 17a) Cromatograma en el que se observa la secuencia leída de la muestra editada y la 
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muestra control. 17b) Análisis de las diferentes secuencias que han sido encontradas en la muestra. Se ha marcado 
en rojo la mutación TGC que se quería modificar por AGA. 

De manera similar, en los experimentos de PE + ARNpeg + ARNng -5 también 

aparecieron indels en el punto de corte de la nCas9 (Figura 18).  

 

Figura 18. Resultados de la secuenciación de Sanger de la muestra del PE + ARNpeg + ARNng -5 del experimento 2 
visualizados y analizados en ICE Synthego. 18a) Cromatograma en el que se observa la secuencia leída de la 

muestra editada y la muestra control. 18b) Análisis de las diferentes secuencias que han sido encontradas en la 
muestra. Se ha marcado en rojo la mutación TGC que se quería modificar por AGA. 

En el caso de los experimentos de PE + ARNpeg + ARNng -38, aparecieron indels en 

esta posición -38 (Figura 19), ya que el objetivo de las nicking guides es promover que 

la nCas9 haga un corte adicional upstream para facilitar la incorporación de la edición en 

el genoma. No obstante, en este caso, esta ARNng condujo a la nCas9 a la posición -38, 

produciendo un corte en el que, de igual manera que en los casos anteriores, aparecieron 

indels durante la reparación de la cadena por parte del sistema NHEJ.  

 

Figura 19. Resultados de la secuenciación de Sanger de la muestra del PE + ARNpeg + ARNng -38 del experimento 
2 visualizados y analizados en ICE Synthego. 19a) Cromatograma en el que se observa la secuencia leída de la 
muestra editada y la muestra control. 19b) Análisis de las diferentes secuencias que han sido encontradas en la 

muestra. Se ha marcado con una línea roja el punto de corte de la ARNng -38 y con un recuadro en rojo la mutación 
TGC que se quería modificar por AGA. 
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Por último, los cromatogramas de PE + ARNpeg + ARNng -94 no se analizaron 

correctamente con el software por un exceso de indels, los cuales se observan desde el 

inicio de la secuencia, ya que esta posición de -94 está próxima al primer forward 

utilizado para realizar la secuenciación, lo cual provocó problemas en la lectura (Figura 

20).  

 

Figura 20. Cromatograma de la secuenciación de Sanger de la muestra del PE + ARNpeg + ARNng -94 del 
experimento 2. Se ha marcado en rojo la mutación TGC que se quería modificar por AGA. 

7. Conclusión 

A partir de los resultados obtenidos en este proyecto, se puede concluir que: 

 Los MEFs inmortalizados presentan una mayor eficiencia de transfección con 

lipofectamina que los MEFs primarios. 

 La lipofectamina 2000 es un método de transfección más eficiente en MEFs 

inmortalizados que la lipofectamina 3000. 

 El ratio 1:3 ADN:lipofectamina es óptimo para la transfección de los MEFs, 

siempre y cuando no se supere un volumen de lipofectamina de 3 µL. 

 A pesar de observarse que prime editing está actuando en el genoma de los MEFs, 

ya que hay indels presentes en los puntos de corte de la nCas9, no se ha corregido 

la mutación R3277C con ninguna de las guías de ARN. 

Como siguientes pasos se podrían analizar las muestras con secuenciación de nueva 

generación (NGS) para acabar de confirmar que realmente no se ha corregido la mutación 

en ninguna célula, ya que con esta técnica se obtienen los porcentajes de cada secuencia 

particular, mientras que con Sanger solamente se observan y analizan las secuencias 

mayoritarias en las muestras. A continuación, también se podrían probar otras guías 

ARNpeg con distintas longitudes PBS y RTT, ya que el tamaño de PBS y RTT uno de 

los principales factores que determina la eficiencia de edición de prime editing. 
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Anexos 

 

Anexo figura 1. Estructura de la proteína prime editor (PE) con el ARNpeg, que está formado por una secuencia 
complementaria a una de las cadenas del ADN genómico, un PBS que se anilla a la cadena opuesta y una plantilla 
RTT que contiene la edición que se quiere realizar en el genoma. Una vez Cas9 ha cortado una de las cadenas, PBS 

se anilla a la opuesta y la transcriptasa inversa utiliza RTT como plantilla para producir una cadena editada que 
acaba siendo incorporada en el genoma.  
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ANNEX 2 
 

 
FITXA DE SEGUIMENT DEL TUTOR/A  del TFG 

 
 
 
Nom i Cognoms de l’Alumne/a: Alba Morcillo. 
 
 
Nom i Cognoms del Tutor/a: Katherine Gil.  
 
 
Data de la entrevista amb l’alumne: 14/05/2023. 
 
Recomanacions durant el seguiment: revisió de la introducció, objectius, materials i mètodes i resultats, 

incorporant canvis i suggeriments en aquests apartats. Es recomana l’enviament del manuscrit final amb 

tots els apartats requerits i amb el format recomanat per abans del dia 24 de maig del 2023 per a poder 

disposar de les correccions definitives durant la setmana del 29 de maig.  

 
Observacions: manuscrit correcte que no requereix de grans modificacions. 
 
Observacions darrera revisió: 
______________________________________________________________________________________ 
A la versió final del manuscrit, s’incorporen els canvis i suggeriments realitzats pel tutor a l’anterior tutoria.  
________________________________________________________________________________ 
 Es revisa el manuscrit amb el format adient.  
________________________________________________________________________ 
Es revisen els apartats que quedaven pendents.  
______________________________________________________________________________________ 
 
 
Signatura del Tutor/a                                                             Signatura del Alumne/a 
 
 
 

 

 

Tarragona a 26 de maig 2023 
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