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Tecnologias de Edicao Genética



Mutacoes estao na base de muitas doencas humanas

Erros genéticos

O Dogma central da Biologia Molecular

Base-palir substitution
No effect on amino acid sequence

DNA strand U instead of C Sera possivel
l ABABABCEBCERGEGECERARARARA e reverter uma

?
TRANSCRlPﬂON mutagao:

RNA

Polypeptide

Aminoacid




Como alterar o genoma em laboratorio?

Geracao de ratinhos Knock-Out (KO)
por recombinacao homologa

endogenous homology regions
iﬁfgmm —— exon1 — exon2 ~  exon3 — exon4 —
gene .
recombination
] stop codon
consnc — o | (GBI RGN oxns — T —
G418 ressiance Hespes thymiding
positive selection kinase negative
cassatie selection cassatte
1 ] L —
only this part is integrated in random integrants
recombination will also include this
negative marker

» PROBLEMA — A recombinacao homéloga é demasiadamente ineficiente

Qual a chave para tornar este processo mais eficiente ?

Generate the cko targeting vector.

Electroporate the vector into ES
cells.

Culture ES cells in the presence
of selectant and pick resistant col-
onies.

Identify the ES cell clones with de-
sired targeting either by Southern
blot analysis or long range PCR.

Microinject targeted ES cell
clones into blastocysts and trans-
plant into uterus of pseudopreg-
nant female mice.

Identify chimeric pups.

Generate progeny that carry the
targeted allele.



Tecnologias de Edicao Genética

RESPOSTA: E necessdrio causar um corte na dupla hélice de DNA de forma especifica no locus que se quer alterar

» Zinc finger nucleases
(ZNFs)

Criacao de nucleases com dominios

Zne Zinc-finger

proteicos que reconhecem u monomer
" . 7 *
sequéncias de DNA especificas T . 0.

» Transcription activator-like effector nucleases
Fokl
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» Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats
(CRISPRs)

A mesma nuclease é guiada .
para uma sequéncia especifica por
um RNA complementar (gRNA)

a

Pela simplicidade e pela eficacia, CRISPR rapidamente se tornou a técnica de eleicao para edicao genética



O sistema CRISPR

» Existe apenas uma nuclease - Cas9

CRISPR/Cas9

» A especificidade de ligacdo ao DNA é conferida por um RNA
com sequéncia complementar ao DNA alvo (RNA guido).

NHEJ Sy HDR

/_— \ » Ap0ds o corte, a dupla hélice do DNA é reparada:
ol Repair dsDNA
m CW _ (1) NHEJ — Non-homologous end joining:

repara o DNA, mas pode causar erros
l Donor DNA 1111 111111111111

l (2) HDR — Homology-directed repair:

indel W <l | x! New DNA m\ repara o DNA sem erros




A descoberta da tecnologia CRISPR



A descoberta do locus CRISPR
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Cientista: Francisco Mojica

Organismo de estudo: Haloferax mediterranei;
Arqueobactéria com tolerancia extrema ao sal

Years: 1993-2005

Descobertas:
1. Locus CRISPR - Composto por DNA repetitivo intercalado
por sequéncias nao repetitivas, denominadas de “spacers”;
2. DNA dos “spacers” correspondia a sequéncias virais
(bacteriofagos)

virus de onde essas sequéncias derivaram

Publicacao: Rejeitado na Nature, PNAS,
Molecular Microbiology, Nucleic Acid Research

Publicado no Journal of Molecular Evolution




CRISPR como um sistema imunitario adquirido em bactérias
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Evidéncia experimental para o CRISPR como um sistema de imunidade adaptativo
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Reconstrucao do sistema de CRISPR num organismo da mesma espécie
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O sistema CRISPR actua no DNA e nao no RNA
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“From a practical standpoint, ... it’s possible to manipulate genomic DNA”
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O sistema CRISPR corta o DNA numa posicao especifica
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Descoberta do tracrRNA
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Publicaczo: Nature

tracrRNA —




Lilhuam’,

Rimantas Sapranauskas /Virginijus Siksnys

: Streptococcus thermophilus /

: Reconstrucao do sistema de CRISPR de

thermophilus em E. coli confere-lhe imunidade

: Nucleic Acid Research
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Reconstrucao do sistema de CRISPR num tubo de ensaio

© Cientistas: Giedrius Gasiunas, Virginijus Siksnys (Vilnius, Lituania);
- Martin Jinek, Emanuelle Charpentier (Viena / Umea - Suécia);
~Jennifer Doudna (Berkeley)

Unepoo!

Cut site
wmm PAN (protospacer adjacent motif)

L° ) Vilnius, Lituania = Ano: 2012

b % | | Descobertas:
e » -~ Reconhecimento da maquinaria minina para a reconstrugdo do sistema de CRISPR num tubo de ensaio;
: ~ * .. Criacdo de um RNA hibrido — small-guide RNA (sgRNA) : fusdo de tracRNA and crRNA
E .- = Viena, Austria -
B | ~ Alteracdo da sequéncia do crRNA/sgRNA resulta no corte de uma sequéncia complementar de DNA sintético
= Publicagdes:
T N PNAS, Science

» Berkeley, Estados Unidos Berkeley também escreveu uma patente para garantir os direitos sobre esta descoberta



O uso do CRISPR para efeitos de edigcao genética em células eucarioticas
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7.  Genoma dos eucariotas reside no nucleo \ ONA breakstmuates

3. DNA encontra-se altamente compacto na cromatina I:'>_;:$;;;e,?,cu,

Mali et al., Science 2013



A luta pela patente da descoberta do CRISPR como tecnologia de edicao genética

INTELLECTUAL PROPERTY

Guerra entre “Berkeley University” e o - -
“Broad InZtitutBe of I\/IZslsJachussB:s Institute of Technology” Tltanlc CIaSh over CRISPR
patents turns ugly

o Accusations of impropriety feature in escalating dispute.
Principais argumentos:

Berkeley: Submeteram a patente primeiro e dizem que o
Board Institute se inspirou nas suas descobertas para aplica-las ARAM.ROGERE AND ERICHNILLER SCIENCE 02.16.17 10:15 AM

em células de ratinho e humanos A PATENT DEG[S]ON ON CR[SPB GENE ED[TING
FAVORS MIT

Broad Institute - MIT: Declaram que a patente submetida
inicialmente por Berkeley s6 descrevia o interesse do uso
da técnica em procariotas e nao em eucariotas

USPTO (EUA): Concedeu a patente ao Broad Institute Berkeley Strikes baCK in
CRISPR patent tussle

Charlotte Harrison

Berkeley ainda nao desistiu...



Aplicacoes da Tecnologia CRISPR



Aplicacoes da Tecnologia CRISPR

» Investigacdo:

» Manipulacdo genética de células/animais para o estudo da funcdo de determinado gene
» Criacdo de modelos animais ou celulares de doengas humanas, incluindo o cancro
» “Screen” genéticos para descobrir genes importantes em determinado processo bioldgico

» Aumento do nimero de organismos modelo que se pode usar em investigacdo

» Agricultura:

» Modificacdo genética de plantas

» Medicina:

» A potencialidade de modificar o genoma na linha germinativa ou no embrido para reverter mutacdes que
estao nas doencas genéticas
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Agricultura

CRISPR-Cas Reads the

D NAof a Plant

BASED ON HOW CRISPR-CAS IS PROGRAMMED, IT FINDS
A SPECIFIC LOCATION IN THE GENOME AND EITHER.

Here's How

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

R-Cas
Works

for advanced plant breeding
................................................................................................................... DELETES EDITS REPLACES

D N A TARGETED GENETIC SEQUENCES

is the instruction manual for the growth and development of all living organisms
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crisprcas.pioneer.com
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Cientista: He Jiankui

\
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Organismo: Duas irmas gémeas

Data: 26 de Novembro de 2018

Descoberta: Suposto nascimento
de duas bebés cujo genoma foi
editado por CRISPR/Cas9

Conferéncia: 2nd International
Summit on Human Genome
Editing in Hong Kong

Experiencia: Indugcao de mutacdao no gene para o  Infectious HIV particle

receptor CCR5 importante para a entrada do

virus da sida (e presente em 10% da populacao (% Envelope

Trimer
Europeia com resisténcia ao HIV); A mutacao foi
induzida num genoma saudavel de modo a evitar

. . . Interactions P Co-receptor
a transmissao do virus da sida do pai VIH+ para detailed at right R
a(s) filha(s) ® ©0)

- e
e |
Criticas: 1 cDs CCRS g:::::‘;:?:%g‘ Envelope undergoes
T conformational change exposing
(1) Existem outros métodos eficazes que ecapkox b e
revinem a transmissao do virus de pais para
> palsp Target Cell

filhos

(2)  Avia do CCR5 ndo é a uUnica porta de
entrada para o virus da sida

(3) Mutacgdes no CCR5 poderao ter
consequéncias imprevistas no sistema
imunitdrio destas criangas

(4)  Atecnologia de CRISPR nado esta ausente de
potenciais perigos e erros

(5) Aspectos éticos nao foram tidos em conta

Expressing co-receptor CCR5 )
HIV Capsid



Potenciais perigos e aspectos éticos
associados a Tecnologia CRISPR



Problemas associados a técnica de CRISPR

1. Edicao genética fora do alvo

2. Mosaicismo

Ml oocyte

Mut MYBPC3***T
—_

Zygote
S-phase

Untargeted
mutant embryo

WTlMut

3. Delecdes imprevisiveis

HDR repaired
embryo

Mosaic embryo

WT/NHEJ

A B protospacer
| |
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Adikusuma et al., 2018



A experiéncia de He Jiankui e a controvérsia sobre alguma conivéncia

O que levou He Jiankui a sequir com as suas experiéncias na criacdo dos bebés CRISPR?

» A primeira experiéncia de edicdo do genoma de embrides humanos ja tinha sido testada e publicada

» Influéncia de cientistas de renome americanos e britanicos

= Nuffield Council on Bioethics (Comité britanico de Etica) em Julho 2018 — “there are moral reasons to continue with
present lines of Research and to secrue the conditions under which heritable genome editing would be permissible”

= Contactos com Stanford University —He Jianko foi um pds-doutorando na Universidade de Stanford e supostamente

terd mantido contactos com vdarios cientistas sobre as suas experiéncias na China; no inicio deste ano, Stanford ilibou
os seus trabalhadores dessa suspeicoes

» Elevada pressdao da comunidade cientifica para descobertas inovadoras num ambiente competitivo



Aspectos éticos e edicao genética

Declaracao sobre o genoma e direitos humanos da UNESCO e a Convencgao Europeia para os Direitos Humanos e Biomedicina desencorajam ou
proibem a aplicacao clinica da edigao genética em embrides humanos para fins de procriagao

Como respostas as experiéncias de He Jiankui, vieram dois tipos de visdes:

(1) Um grupo de investigadores (incluindo alguns inventores do CRISPR) e comités de ética pediram um “periodo de tempo em que nenhum uso
de edicdo genética para fins procriativos fosse permitida” (E. S. Lander et al. Nature 567, 165-168; 2019)

(2) A Academia Nacional da Medicina e das Ciéncias dos EUA e a “Royal Society” britanica, por outro lado, opuseram-se a tal visdo para
argumentar que “we must achieve broad societal consensus before making any decisions, given the global implications of heritable genome
editing” (V. J. Dzau et al. Nature 567, 175; 2019).

Numa tentativa para apaziguar estas duas visdes de certa forma opostas, o conselho consultivo da Organizacao Mundial da Saude decidiu
intervir neste debate para dizer que se deveria tornar necessario o registro de todos os estudos que envolvam edicao do genoma humano antes
de dar directrizes mais fundementadas sobre o procedimentos éticos a cumprir no futuro para este tipo de experiéncias
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