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e Engenharia de Genomas

— Modificar ou editar diretamente a sequéncia de
DNA (genoma) do organismo




Qual o objetivo de modificar/editar genomas

— Perturbacdo do fenétipo normal

- Investigar funcdo de sequéncias no genoma
(genes, promotores, elementos regulatorios)

— Potencial de aplicacdo terapéutica



Sabe-se que:

Injecao de DNA exdgeno (ex:
— plasmideo linearizado) diretamente
lr no nucleo de células em cultura
b N\ resulta na formacao de
- concatameros e integracao no
genoma (descoberta de 1977-1980)

Capecchi, M. Gene targeting in mice: functional analysis of the mammalian genome for the twenty-first
century. Nat Rev Genet 6, 507-512 (2005)



A integracao ocorre por recombinacao homologa

Regibdes com sequencias iguais (homologas)

/ \

DNA ex0geno

I DNA genbmico

Homologous recombination



Insercao de uma sequéncia por recombinacao homaloga das
sequéncias “flanqueadoras”
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Inativacao de um gene-alvo pela insercao de um gene de
resisténcia (neo")por recombinacao homadloga

* G418 é um analogo do antibidtico neomicina

* Selecdo das células com nocaute do gene: células resistentes a G418 - selecdo
positiva

Insercdo de vetor contendo gene HPRT nédo
funcional, com o exon 8 truncado pela insercdo do
gene Neo (resisténcia a neomicina)
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Recombinacdo homdloga
gera celulas contendo a Homologous recombinant
copiando funcionalde
HPRT
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Capecchi, M. Gene targeting in mice: functional analysis of the mammalian genome for the twenty-first century. Nat Rev
Genet 6, 507-512 (2005)
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alteracdo gen6mica gerada por
recombinacdao homoldéga

b. Injecdo das células ES em
blastocistos e implantacao em
fémeas receptoras

c. Quimeras contendo a
modificacdo gen6mica

d. Cruzamentos para obtencao
de animais homozigéticos
guanto a alteracdao desejada




Camundongos transgénicos: Ainda séo as melhores
opcoes para o estudo de doencas genéticas



The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2007

Photo: U. Montan Photo: U, Montan Fhoto: U. Montan
Mario R. Capecchi Sir Martin J. Evans Oliver Smithies
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2007 was awarded jointly
to Mario R. Capecchi, Sir Martin J. Evans and Oliver Smithies "for
their discoveries of principles for introducing specific gene
modifications in mice by the use of embryonic stem cells".



Tipos de modificacdo/edicdao de genomas:

e Knock out (KO): gene retirado/ inativado

e Knock in (Kl): gene trocado por um gene modificado
(mesmo gene porém com alguma mutacao)

e “Genome-editing”: alteracao direta na sequéncia genbmica



“Knock in”: troca da sequéncia do gene alvo por uma sequéncia desse mesmo
gene porém com alguma modificacao (mutacao)

(A) Targeted gene
 — s — e 1 DNA gendmico
] DA exOgeno
Mutated gene
(B)
] DNA gendmico
 — DNA exdgeno
Homologous recombination
(C)
I E—— 1 DNA gendmico

Mutation in the targeted gene

Figure 5-34
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company



Recombina¢ao homologa pode ser usada para “knockin” ou “knockout”
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Rago et al., (2007). Genetic knockouts and knockins in human somatic cells. Nature Protocols, 2(11), 2734-2746



Outro meétodo para “inativar” a
expressao de um gene”?

Interferéncia por pequenos RNAs (RNAI)



Moléculas de RNA dupla fita (dsRNA) s&o processadas dentro da celula
em pequenos RNAs complementares a mRNAs (“small interfering RNAS” —
SiIRNAS) que promovem o silenciamento da expressao génica
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siRNAs enddgenos ou exdgenos podem ser usados para silenciar (“knock down™)
genes utilizando a maquinaria de RNAI
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RNAI é uma alternativa mais rapida para testar o efeito biolégico da perda de
funcdo de um gene
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Naoture Reviews Drug Discovery 3, 318-329, 2004
Nature Reviews | Drug Discovery



Edicao de genomas
Manipulacao direta da sequéncia do DNA em dois passos:

Passo 1: Enzimas nucleases sao direcionadas para sequéncia-
alvo e clivam a dupla-fita de DNA

Passo 2: Mecanismos de recombinacdo/reparo de DNA
concluem a edicao do genoma



Como direcionar endonucleases para digerir e editar locais

especificos do genoma ?

Nuclease guiada por proteinas para a
sequéncia-alvo

Fusdes proteicas contendo um dominio de
ligacdo de DNA especifico e dominio com
atividade endonuclease

Nuclease guiada por RNA para
sequéncia-alvo

Endonuclease (Cas9) guiada por pequenos
RNAs guias complementares a trechos
especificos do DNA

Zinc finger nuclease

E

-
—
-
- -
-
.
-
-
- -
L
—-—
-
-
-

— . -
[ S
=
s
—
- -
-
—
—
- -
-
=
[

TAL effector nuclease

H1TTTTTTTTT
. 1111

CRISPR-associated nuclease

van der Oost. Science (2013) 339:768.



CRISPR-Cas9: Uma nova e poderosa forma
de editar (engenheirar) genomas

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats
Cas: CRISPR-associated genes (endonuclease)



CRISPR-CAS: Sistema de imunidade adaptativo e herdavel de

procariotos _
Fragmentos de material
genético (DNA, cDNA)
de virus infectantes sao
incorporados no genoma na
Fase 1 : imunizacéo célula (“spacers”) em genes
N CRISPR
Al
Infection
Viral DNA /
--------------------------- <t €
Cleavage SPacer
L @ e
Insertion of a
A ™, hew repeat-
\, spacer unit
Cas . ___
complex \
!.: + '
T I TracrBNA  Cas9  CasT Csn.?_ - _ -
e | SO KRR K er—
CRISPR locus :
Cas2 TATTA
. 5 Repeats Spacers

Mali et al. Mature Methods 2013

TracrRNA: transactivating RNA (importante para a fase de imunidade)



Gene CRISPR é transcrito e
processado em pequenos

RNAs guias (cCRNAs) que irdo
[ Fase 2: imunidade ] S se associar com o tracrRNA e
;"'” a proteina Cas9
Infection
>
= Viral DNA
e
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P pré-crRNA:
N RNA contendo repeats e
(7 espacadores (sequencia de
Ml > virus)
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Cas9 é ativada e guiada pelo

CcrRNA para locais precisos do
Fase 2: imunidade (cont.) ::r genoma onde promove a
-'N'J,-ﬁ guebra de DNA dupla-fita
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>
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Conhecimento do sistema CRISPR-Cas9 deu origem a uma
poderosa ferramenta para manipulacao e edicao de genomas

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex

protospacer

target DNA

* CRISPR RNAs (crRNAs) pareados com

o . IS T
trans-activating RNAs (tracrRNA) sao -
NI
recrutados pela endonuclease Cas9. & TR
* O crRNA guia o complexo para a clivagem B -
¥ ——— tracrRNA

do DNA em sitios especificos do genoma.

Cas9 programmed by single chimeric RNA

small guide RNAs (sgRNAs):

RNAs sintéticos quiméricos contendo um T S
trecho de 20 nt complementar ao DNA alvo T \
'.\. 5' Y e inker Imp
, . ~ S~ 20nt [l
e um trecho necessario para a formacao do ;
dsRNA e direcionamento de Cas9 \
crRANA-tracrRNA chimeara

Ran et al., Nature Protocols 8, 2281-2308 (2013)



Quebra da dupla fita de DNA mediada por sgRNA-CAS9
seguida de reparo permite a manipulacao precisa de genes

Cas9 DSE = Double strand Break
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Ran et al., Nature Protocols 8, 2281-2308 (2013)



& Nobel Prize Qutreach. Photo:
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Bernhard Ludewig Brittany Hosea-Small
Emmanuelle Jennifer A. Doudna
Charpenﬂer Prize share: 1/2

Prize share: 1/2

The Nobel Prize in Chemistry 2020 was awarded
jointly to Emmanuelle Charpentier and Jennifer A.
Doudna "for the development of a method for
genome editing"



Potenciais aplicacoes da tecnologia CRISPR-
Cas9

« Manipulacao de genomas
 Terapia Génica (Doencas geneticas hereditarias)

 Tratamento de infeccOes virais



Healthy:
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GENE EDITING WITH CRISPR

CRISPR-Cas9 gene editing is helping to tackle sickle-cell disease in two ways.

Using a guide RNA, the Cas9 enzyme can Cas9 promotes the production of fetal
target and repair the faulty -globin gene. haemoglobin by breaking a gene that
encodes a repressor such as BCL11A.
B-globin gene
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gene . —HK— e

l\_g_ Y
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haemoglobin
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» 4 rd 7 ' ' Production no longer blocked and
I' lhr i“' “'v il" ll'* 4"' ll.’ "Il 'l sickling of red blood cells prevented.

Bourzac, K. Gene therapy: Erasing sickle-cell disease. Nature 549, S28-S30 (2017).



gﬂ Sign Up for Our Daily Newsletter

DECEMBER 8,2023 | 5MIN READ

FDA Approves First CRISPR Gene Editing Treatment
for Sickle Cell Disease

Most people with sickle cell disease who received a new gene editing
treatment saw their pain resolve for at least one year, but longer follow up is
needed

HY SARA REARDON
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