Bases moleculares da recombinacgao:

1. O principal complexo enzimatico necessario para a recombinacao € RecBCD
2. RecBCD tem atividade de exonuclease 3' a 5' e atividade de endonuclease.

3. O RecBCD carrega no DNA em uma extremidade ou em uma quebra na fita
dupla.
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4. Arecombinacao rec é estimulada por sitios chi (GCTGTGTG) assimétricos

5. O RecBCD se move para dentro do DNA criando um loop que sua atividade de
exonuclease degrada
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6. RecBCD encontra o sitio chi (na orientagc&o correta), a atividade da exonuclease é
inibida.
7. Aextremidade 3' de fita simples estavel é formada.

8. Arecombinacao é promovida no lado 5' do sitio chi.
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9. O ssDNA forma uma hélice de cadeia tripla.

10. RecA estabiliza a fita ssDNA




Pareamento de Hoogstein
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As Proteinas RuvABC e Migracao de Juncoes
Holliday
A migracao aumenta o comprimento dos heteroduplexes,

permitindo a isomerizacao das Jungoes Holliday.
RuvA se liga e estabiliza a Jungao Holliday

RuvB entado se liga ao complexo RuvA/DNA

RuvAB e hidrolise de ATP impulsionam a migracao da
Juncao Holliday

A isomerizagao provavelmente nao requer proteinas ou
energia.

RuvC se liga “resolve” Jungdes Holliday ao separar os

dois fios cruzados.




RNAs de interferéncia

= RNA de interferéncia é um fendmeno em que dsRNA reprimem
a sintese protéica pela degradacao do mRNA.

@ A degradacdo ocorre quando pequenos fragmentos de RNA
poderdao parear com outros mRNA em regides internas
complementares .

= O RNAIi tem sido utilizado no estudo de perda de funcdo de
diversos organismos Caenorhabditis elegans e Drosophila. Além
disso, permite um screening genético verificando perda génica e
rapida interagcdo com células de mamiferos.




Fenbmeno observado primeiro em petunias

Tentativa de superexpressar Chalcona Sintetase (Pigmento de Antrocianina) em petunias para
tornar as flores mais escuras

Causou a perda de pigmento.

Chamado de co-supressao porque suprimiu a expressao de ambos genes: enddgeno e
transgene.

Dois mecanismos podem explicar o fenébmeno mediado pelo trangéne:
*Silenciamento génico transcricional
*Silenciamento génico pos-transcricional

mRNA é feito, mas degradado



Em 1995 Guo e Kemphues quiseram mostrar que haviam clonado o gene par-1 de
Caernorhabditis elegans (necessario para divisdo normal do zigoto).

Usaram RNA antisenso.

par-1
5’ — 3!
—| l—
3’ — 5!
Antisenso par-1 Senso par-1: controle
Injegdo produziu fenétipo Injecdo produziu fenétipo

mutante de par-1 mutante de par-1



Em 1998 Andy Fire e Craig Mello mostraram que injecao de RNA dupla fita (dAsRNA) é
mais eficiente do que ssRNA (RNA fita simples).
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Mecanismo geral de RNAIi

;
Ll IIII ’

siRNA-protain compiax (SIRNF) e

3 RISC

ATP
ADP + P,

2B,
l SiFNA - mdiated target recogriten
mAMNA [
YAVAVE' \VAVAVAW™
l mANA Cleavage

wed NSNS\ " NN\,

RISC actvation

Mature Reviews | Molecular Cell Biology



B B E E B [

(=

Aplicacoes

Técnicas de BioMol:

RNAds sintéticos podem ser introduzidos em culturas celulares podendo
suprimir genes especificos de interesse.

Efetivo em baixas cOpias e altamente especifico.

Medicina:

Utilizado nas terapias anti-virais em herpes tipo II
inibicdo da expressdao de oncogenes (divisao celular)
reducdo da expressdo de receptores protéicos contra HIV
silenciamento da hepatite A e B

doengas genéticas

Biotecnologia

Diminuicdo da expressao de genes de plantas que ndo tenham um
interesse econdmico como toxicidade ou baixa produgao.



Tipos de RN As de interferéncia

= Existem dois tipos de RNAi :

@ miRNA ou microRNA: sao produtos da transcri¢ao génica em
eucariotos com cerca de 70 pb, que possuem regioes internas
autocomplementares , capazes de se parear formando um hairpin
(grampo de cabelo).

@ SsiRNA ou small interfering RNA: sao derivados de longas
moléculas de RNA dupla fita de origem exdgena (como aquelas
provenientes de virus de RNA).



Mecanismo molecular de acao

O RNA dupla fita é reconhecido pela RNAse III - DICER gerando
fragmentos de 21-23 nucleotideos.

Sdo geradas duas moléculas RNAss : passenger e fita guia. A
passenger é degradada e o RNAss guia é incorporada ao complexo
ribonucleoprotéico conhecido como RISC (RNA-induced silencing
complex), a qual encontra fitas complementares de mRNA
especificos, as quais degradam o RNAm alvo no centro de sua
seqiiéncia.

siRMNA structure Double
overn ANg 1
| Passenger or Select siRNA
5 o o o 0 O o o o o o o S e A e M e sense strand « In silico design
W antisense strand
Double Cleavage Seed region Stabilize siRNA
overhang site « Chemistry

O mecanismo melhor estudado é o pds-transcricional, onde
apo0s o pareamento da do RNAi ao RNAm é induzida clivagem pela
Argonauta, um componente catalitico do complexo RISC.




Lentiviral Dellvery of ehANAs and the Machaniam of RMNAL Interferance in Mammablan Cella.
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siRNA ou miRNA.
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RNA exogeno e RNA endogeno

RNA ex6geno - genoma RNA viral: o RNA é rapidamente
importado pra dentro da célula e clivado em pequenos
fragmentos pela DICER.

RNA endégeno: o transcrito primario produzido no nticleo na
forma de grampo, onde é levado ao citoplasma pela DICER.

Assim, ambos os RNAs exdogeno e enddégenos sao convertido ao
complexo RISC.




RNA exdgeno e RNA enddgeno

QOutside — siRNA ou dsRNA







Definicao de terapia géenica:

“transferencia de material geneético
novo para células de um individuo
resultando em beneficio terapéeutico”

Ha vinte anos a Terapia Genética, como
capacidade de intervir na saude humana,
era tida como a

52 Revolucao da Medicinalll

(Vacinas, esterilizacao, antibioticos e anestesias)



Alvos da Terapia Genica:

Doencas genéticas classicas:
Imunodeficiéncia (adenosina desaminase)
Fibrose cistica (Regulador CF de Cl|)
Hemofilias A e B (Fatores VIII e IX)

Doencas genéticas adquiridas:

Cancer,
AIDS

infeccoes com outros virus (gripe- H1N1, dengue)



Terapia Genica... Introduzindo material
genético dentro das celulas:

1. Isolamento do
R 2. Construcao do
vetor

o]

W
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3. Transducéo """"*O

Celula Alvo

4. Liberacao da
proteina terapéutica |



Estratégias de terapia genica




Estratégia para introdu¢ao de DNA em células: Lipossor
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Terapia génica: Gene de Adenosina deaminase (ADA)

Desoxiadenosina —ﬁb Desoxiinosina

Via de salvacao
1 das purinas
Acumulo e toxico Deplecio de
£ - [ —v - L L
para algumas linfocitos T

células

|

Deficiencia imunolégica!



Terapia génica: Gene de Adenosina deaminase (ADA

1990 equipe liderada pelo Dr. French Anderson-

Terapia ex vivo - linfocitos de duas criancas

Resultados:

As criancas comecam a
recuperar o sistema
imunologico

e Ashanti de Silva ——

Projeto similar foi feito para

10 criancas X-linked SCID,

com recuperacao do sistema imunolégico!



Estratégia para introducao de DNA em células: Adenovi

Vantagens dos adenovirus recombinantes:

* Alto titulo viral.

*Infecta uma grande variedade de células.

*Se mantém epissomal (ndo tegra no genoma
celular).

Desvantagens:

* Expressao Transiente (qual € o problema?)

* Forte resposta imune!

» Permite apenas uma aplicagao (se tanto).




Gendicine: primeiro remédio de terapia génica
aprovado para uso clinico.
China, 2004
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Como ¢ a terapia: o pS3 ajuda no processo de morte da célula tumoral,
aumentando a eficiéncia do tratamento.



Glybera: primeiro remédio de terapia génica
aprovado para uso clinico no ocidente

Na cura de “lipoprotein lipase deficiency” (LPLD)!!

A ausencia dessa lipase (LPL) causa aumento de gordura no sangue, causando
episodios de pancreatite aguda.

Como é a terapia: rAAV carregando o gene LPL, sendo
aplicado (série de inje¢coes) no musculo da perna..... Pacientes téem melhoras
rapidas no nivel de gordura e menor frequencia de pancreatite.




Evolucao de ensaios clinicos de terapia génica.
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RESEARCH ARTICLE

A Programmable Dual-RNA—Guided DNA AV AN A
Endonuclease in Adaptive Bacterial
|rTII‘T'ILIni'|Zy Science 17 Aug 2012:
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Repeticoes CRISPR

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

CRIS-PRs sao componentes de um sistema de defesa
antiviral em bactéria

Tamanhos das unidades de repeticao varia de 24 a 47 pb.

Cas9 gene (CRISPR-associated): sistema CRISPR da
bactéria tipo II de Streptococcus pyogenes.

Cas9 endonuclease forma complexo com o sitio alvo e o
RNA guia

https:/ /www.youtube.com/watch?v=2ppl17E4E-O8



Como funciona o CRISPR /Cas9?
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Aplicacoes da técnica de CRISPR/Cas9?

A. Genome Engineering With Cas9 Nuclease

Donor DNA
Inzertion/ l
deletion
— e — i
- . : ; I
Mew DMNA Mew DNA
Non-homologous Homology directed

end joining (NHEJ) repair (HDR)

B. Genome Engineering By Double Nicking
With Paired Cas9 Nickases
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New DNA
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C. Localization With Defective Cas9 Nuclease
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Repression

Visualization



Vantagens da técnica

« Simplicidade no desenho do alvo: formagao do complexo
ribonucleotideo e nao em proteina/ DNA

» Eficiente

* Mutacdes podem ser introduzidas em multiplos genes ao mesmo
tempo.

* Interesse econdmico em reduzir tempo e $$ em criar camundongos
geneticamente modificados (2-3 anos, U$100.000)

Desvantagem da técnica

* Introdugao de mutagdes a loci ndo-especificos homoélogos semelhantes, mas
nao idénticos, aos sitios alvos.



RNA-Guided Human Genome
Engineering via Cas9

Le Cong,™** F. Ann Ran,** David Cox,>® Shuailiang Lin,»* Robert Barretto,® Naomi Habib,*
Patrick D. Hsu,>* Xuebing Wu,” Wenyan Jiang,® Luciano A. Marraffini,® Feng Zhang*t

AYAAAS

" 03 January 2013;

indels in human EMX1 locus

PAM
WT 5'-.. GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG-H.PISAAEETC co=37
D1 GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG--AGAAGGGCTC

+1 GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAAAGAAGGGLCTC

D2 GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG---GAAGGLCTC

D3 GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG----AAGGGCTC

D6 GGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAG-———-—- GGCTC

m1, D6 GGAGGAAGGGCCTGAGCCCGAGCAGAAG-=~~~~~ GGCTC



CRISPR/Cas9 - Gene Drive
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CRISPR/Cas9 - Gene Drive

exogeneous insertion

step 1: site-specific DNA cleavage

payload
H1 Cas9 gRNA gene H2
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chromosome with “native” allele

step 2: Homology Directed Repair (HDR)
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propagation after sexual reproduction

step 1: site-specific DNA cleavage
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step 2: Homology Directed Repair (HDR)
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CRISPR/Cas9 - Gene Drive
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Altered gene does not spread Altered gene is always inherited



CRISPR/CASSY

Problemas éticos....

Devemos usar em humanos? Todo e qualquer gene?
Em embrides humanos?

Plantas deixariam de ser transgenicas?

GENE DRIVEN em mosquitos?

Outros organismos”



