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PPRHs	
  COM	
  A	
  EINA	
  ALTERNATIVA	
  EN	
  
TERAPIA	
  GÈNICA	
  	
  



LA	
  UNIÓ	
  DEL	
  PPRH	
  AL	
  dsDNA	
  PROVOCA	
  
DESPLAÇAMENT	
  DE	
  LA	
  CADENA	
  



PPRHs	
  COM	
  A	
  EINES	
  DE	
  
SILENCIAMENT	
  GÈNIC	
  



OBJECTIUS	
  

•  DEMOSTRAR	
   LA	
   APLICABILITAT	
   DELS	
   REPAIR-­‐
PPRHS	
  PER	
  CORREGIR	
  MUTACIONS	
  PUNTUALS	
  A	
  
NIVELL	
   DEL	
   GEN	
   dhfr	
   ENDÒGEN	
   EN	
   DIFERENTS	
  
LÍNIES	
  CEL.LULARS	
  DE	
  MAMÍFERS.	
  

•  AVALUAR	
   LA	
   CAPACITAT	
   DELS	
   EDITING-­‐PPRHS	
  
PER	
   EDITAR	
   (i.e.	
   PER	
   GENERAR	
   UNA	
   DELECCIÓ	
  
AMPLE)	
   UN	
   MINIGEN	
   dhfr	
   ESTABLEMENT	
  
TRANSFECTAT	
   EN	
   UNA	
   LÍNIA	
   CEL.LULAR	
   DE	
  	
  
MAMÍFER.	
  



TIPUS	
  DE	
  MUTACIONS	
  PUNTUALS	
  (I)	
  



TIPUS	
  DE	
  MUTACIONS	
  PUNTUALS	
  (II)	
  



MUTACIONS	
  PUNTUALS	
  I	
  MALATIES	
  



EL	
  MODEL	
  DE	
  LA	
  	
  
DIHIDROFOLAT	
  REDUCTASA	
  



LÍNIES	
  CEL.LULARS	
  MUTANTS	
  



REPAIR-­‐PPRHs	
  



HIPÒTESI	
  DE	
  TREBALL	
  



DISSENY	
  EXPERIMENTAL	
  



REPARACIÓ	
  DE	
  MUTACIONS	
  PUNTUALS	
  
A	
  LA	
  SEQÜÈNCIA	
  CODIFICANT	
  



RESULTATS	
  DE	
  LA	
  SEQÜENCIACIÓ	
  DEL	
  DNA	
  





DISSENY	
  DE	
  REPAIR-­‐PPRHs	
  A	
  DISTÀNCIA	
  



REPAIR-­‐PPRHs	
  A	
  DISTÀNCIA	
  



DISTROFIES	
  MUSCULARS	
  	
  
DE	
  DUCHENNE	
  I	
  DE	
  BECKER	
  



ESTRATÈGIA	
  D’EXON	
  SKIPPING	
  	
  
COM	
  A	
  TERAPIA	
  PER	
  DMD	
  



ESTRUCTURA	
  DEL	
  MINIGEN	
  dhfr	
  pD22	
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  3-­‐6	
  

NO	
  DHFR	
  PROTEIN	
  

CELL	
  DEATH	
  IN	
  SELECTIVE	
  MEDIUM	
  -­‐GHT	
  

TRANSCRIPTION	
  

UNEFFICIENT	
  TRANSLATION	
  



HIPÒTESI	
  DE	
  TREBALL	
  

1-­‐2-­‐3-­‐4-­‐5-­‐6	
  

	
  DHFR	
  PROTEIN	
  

CELL	
  SURVIVAL	
  IN	
  SELECTIVE	
  MEDIUM	
  -­‐GHT	
  

TRANSCRIPTION	
  

TRANSLATION	
  



DISSENY	
  DELS	
  EDITING-­‐PPRHS	
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Exon	
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  2A	
  

Exons	
  3	
  to	
  6	
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  Exon	
  3	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Exon	
  6	
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CARACTERITZACIÓ	
  
DE	
  LES	
  COLÒNIES	
  

EDITADES	
  

Edited	
  sequences	
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   2	
   3-­‐6	
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2A	
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Nivells	
  de	
  mRNA	
  per	
  a	
  la	
  DHFR	
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EDICIÓ	
  DEL	
  MINIGEN	
  dhfr	
  EN	
  CÈL.LULES	
  NB6	
  
NIVELLS	
  DE	
  PROTEÏNA	
  DHFR	
  I	
  ACTIVITAT	
  

Tubulin	
  



CONCLUSIONS	
  

REPAIR-­‐PPRHs	
  
	
  
Diferents	
  Kpus	
  de	
  mutacions	
  puntuals	
  en	
  un	
  gen	
  endògen	
  com	
  delecions,	
  insercions	
  
i	
  susbKtucions	
  simples	
  o	
  dobles	
  es	
  poden	
  corregir	
  mitjançant	
  els	
  Repair-­‐PPRHs	
  en	
  
cèl.lules	
  de	
  mamífer.	
  
El	
  nucleòKd	
  corregit	
  s’ha	
  de	
  trobar	
  al	
  mig	
  de	
  la	
  cua	
  reparadora	
  i	
  no	
  gaire	
  proper	
  del	
  
cor	
  de	
  PPRH	
  
Els	
  Long-­‐Distance-­‐Repair-­‐PPRHs	
  (LDR-­‐PPRHs)	
  es	
  poden	
  emprar	
  amb	
  èxit	
  en	
  absència	
  
d’una	
  seqüència	
  de	
  polipirimidines	
  adient	
  a	
  prop	
  de	
  la	
  mutació	
  puntual.	
  
	
  
	
  
EDITING-­‐PPRHs	
  
	
  
Els	
  EdiKng-­‐PPRHs	
  son	
  una	
  tecnologia	
  ùKll	
  per	
  provocar	
  exon	
  skipping	
  a	
  nivell	
  del	
  
DNA	
  d’un	
  gen	
  determinat.	
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