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;QUE ES LA EDICION DE GENOMAS?



CAZANDO PATOS
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CAZANDO UNA PLANTA GM

En los métodos tradicionales de
generacion de plantas GM
(Agrobacterium y Biobalistica), el sitio
de insercion del transgén no puede ser
controlado.

La insercion puede ser incluso
multiple y ocurre en sitios al azar del
genoma.




EL PROBLEMA DE UN METODO AL AZAR

Consumo de tiempo seleccionando el evento deseado

Efectos pleiotropicos

Silenciamiento

, HIV-Tat




MAYOR PRECISION ES MEJOR

La edicion de genomas
emplea herramientas que
incrementan
sustancialmente la
precision y eliminan
muchos de los problemas
de las técnicas
tradicionales




;QUE ES LA EDICION DE GENOMAS?

La edicion de genomas de refiere a un H
tipo de ingenieria geneética en el que '
manipulan directamente secuencias
en el genoma.

A diferencia de las técnicas previas,
esta manipulacion se dirige a sitios
especificos.




EN GENERAL:

Se realiza a partir del corte del ADN
en ambas cadenas en secuencias

especificas y inicas en un genoma...

.seguido de procesos de reparacion
por recombinacion homaoéloga o no-
homologa

Change in the sequence




HERRAMIENTAS PARA LA EDICION DE
GENOMAS



TECNOLOGIAS ACTUALES
* Nucleasas de dedos de zinc (ZFN)

« Nucleasas tipo activadores de transcripcion (TALEN)

* Nucleasas de Secuencias Palindromicas Repetidas Inversas
(CRISPR-Cas)




NUCLEASAS DE DEDOS DE ZINC



AT\ NYOWA\

Las nucleasas de dedos de Zinc se componen de dos partes:

1) Los dedos de Zinc

Son dominios de naturaleza
proteica capaces de

reconocer un trinucleotido
de una secuencia especifica

A
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AT\ NYOWA\

Las nucleasas de dedos de Zinc se componen de dos partes:

1) Los dedos de Zinc

Pueden manipularse de
manera modular para dirigir Fuse fingers

: 7 . via common F2
Su union a una secuencia en arit
particular

Target DNA site
of interest




AT\ NYOWA\

Las nucleasas de dedos de Zinc se componen de dos partes:
1)

2) Lanucleasa FoKI

Es una nucleasa de
Flavobacterium okeanokoites
que ha sido modificada para
generar un corte secuencia-
independiente




AT\ NYOWA\

Los dominios de dedos de Zinc, fusionados
a la nucleasa Fokl, trabajan juntos para
unir secuencias especificas de 18 pb
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TALENS

Transcription Activator Like Effector NucleaseS




TRANSCRIPTION ACTVATOR LIKE EFFECTORS

« Son sistemas originalmente caracterizados en Xantomonas en
donde las proteinas TALE son secretadas cuando infectan una
gran variedad de plantas activando en éstas genes que ayudan a
la patogénesis.

Transcription
complex

Promoter region '. —P Activate transcription

3 A
TALE-TF







INGENIERIA DE TALES

Se pueden generar secuencias personalizadas de TALEs para reconocer
secuencias genomicas unicas

TH E TA L E CGDE y Individual TALE repeat domains

Di-Amino MNucleotide IEl a -~ @ G T
acid bound

NI =
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INGENIERIA DE TALES

A la secuencia de TALEs personalizada se puede fusionar la nucleasa FokI
para generar el dimero funcional de corte

Custom-designed

TAL Effector Nuclease
DNA Binding Domain (DNA-cutting)
- domain
-—
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15~20 bp 12~13 bp 15~20 bp




Indels (knock outs) J

Nen-homologous
end joining (NHEJ)

Target gene

=

Donor DNA

q
double strand break Homologous
(DSB) recombination

Sequence replacement
by donor DNA
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CRISPR / CAS9

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats




CRISPR / CAS

Los CRISPR han sido
encontrados en el 40%
de las eubacterias y 90%
de las arqueas
secuenciadas.

Es un “sistema inmune”
de las bacterias para
defenderlas del ataque
de bacteriéfagos
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3 Ca 1U
? Recognition\i

C 4‘{ ““|and cleavage
as: of foreign DNA |
Csn2 01 i

Integration !
of new spacer |

- o EOJOIOIO
cas3 casA casB casC casD casE casi i CRISPR-array with i
1 | ! newly acquired DNA-Spacer |

v/

—i1 i

_— i
Cascade complex pre-crRNA Processing @ @

(2) Expression and processing

RNA-guided DNA interference
and cleavage of target DNA
by base-pair complementarity

i (3) Interference

2




COMPONENTES DEL SISTEMA CRISPR / CAS9

El sistema CRISPR se compone de dos partes
1) Un componente protéico CAS9 con actividad de nucleasa

2) Un RNA guia que brinda especificidad al sistema

Guide RNA

Active
sites

Target specific
crRNA sequence




ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA CRISPR / CAS9

El sistema CRISPR se compone de dos partes
1) Un componente protéico CAS9 con actividad de nucleasa

2) Un RNA guia que brinda especificidad al sistema

CRISPR in Action e
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USO DE CRISPR / CAS9

Al igual que en los sistemas anteriores la edicion con CRISPR puede
emplearse para generar mutaciones puntuales, deleciones o inserciones
cortas

CRISPR/Cas9

Point mutation
- Deletion

Genomic DNA Small DNA insertion

GenOmIC DNA ey I ——— Donor with Reporter

Donor DNA with ™ :
Delet
point mutation - y “eetion \
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CRISPR-associated nuclease
TFO nuclease

SYNTHETIC
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TAL effector nuclease

EN RESUMEN

Restriction nucleases
Zinc finger nuclease




VENTAJAS DE LAS CRISPR / CAS

Facilidad de personalizacion. (Oligo de 20 nt).

sgRNA SpCas9

e >C O

Tipos de corte

Cas9 Nickase

Site-specific
ssDNA nick

Ediciones multiples 1
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OGMS EN DESARROLLO



ORGANISMOS EN DESARROLLO USANDO ZFN

Organism
Gene disruption

Fruitflies

CHO cells

Zebrafish

Human T cells
Hek293 cells
Rats

SupT1 cells

K562 cells,
Hela cells

Gene

vellow

rosy, brown
Dhfr

Dhfr, Glul
Futs

Bax, Bak1

kedr

golden, no tail

tfr2, dat, telomerase, hiflaa, gridlock
{also known as hey2)

cxcrda
CCR5
CCR5
Rab38, lgM
li2rg
CXCR4

PPP1R12C jthe AAVS1 locus), TP73, MAP3K14,
EP300.BTK, CARM1, GNAIZ, TSC2, RIPK1,

KDR, NR3C1

ZFN development method*

Modular assembly
Modular assembly
Tworfinger modules
Tworfinger modules

Two-finger modules

Two-finger modules

Bacterial one-hybrid
Twor-finger modules
OPEN

Modular assembly
Two-finger modules?
Modular assembly
Two-finger modules
Two-finger modules
Twor-finger modules

Twor-finger modules

Refs




Organism

Gene

ORGANISMOS EN DESARROLLO USANDO ZFN

ZFN development method* Refs

Gene correction

Fruitflies

K562 cells, human T cells
K562 cells

Tobacco

Arabidopsis thaliana

Mouse ES cells
Gene addition
K562 cells

Human ES cells

Tobacco
Maize
Human tissue culture cells

Mouse ES cells

yellow

rosy

coilin, pask

ILZRG

ILZRG, VEGF, HOXB13, CFTR

SuRA, SuRB (acetolactate synthase genes)

ABI4, KUS0
ADH1,TT4
H3f3b

ILZRG
ILZRG,CCRS
FIGA

OCT4 (also known as POUSFI),
PPP1R1Z2C iAAVS1 locus), PITX3

Chitinase

Ipk1, Zein protein 15
FPP1R12C (AAVS51 locus)
H3f3b

Maodular assembly
Modular assembly
Modular assembly
Two-finger modules?
OPEN

OPEN

Modular assembly
OPEN

Two-finger modules

Two-finger modules?

Twe-finger modules?
OPEN

Two-finger modules

Tworfinger modules
Two-finger modules?
Twe-finger modules?

Tworfinger modules




OTROS OGMS EN DESARROLLO EMPLEANDO TALENS Y CRISPR/CAS




RETOS PARA SU DETECCION Y
MONITOREO



LOS EVENTOS DE EDICION DE GENOMAS PUEDEN
SER MUY SUTILES

 InDels pequenios (hasta de 1 base)

 Inserciones de genes estructurales (Cisgenes, transgenes o
secuencias sintéticas)

« Uso de reguladores internos o solo la modificacion de éstos



Modificacion tipo1l  Modificacion tipo 2 Modificacion tipo 3
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UN PRIMER ACERCAMIENTO A LA REGULACION

Product-based GMO regulations Process-based GMO regulations

With
EXOEENnOUs s
DNA

s

Without
EXOEENOUS .
DMNA

NOOs outside GMOs under Outside the Under the
the regulations the regulations regulations regulations

TRENDS in Biotechnology

Figure 1. The presumed treatment of organisms modified with genome editing technology under genetically modified organism (GM Q) regulations. The positions of zinc
finger nuclease-1 (ZFN-1; site-specific random mutations involving one or a few base pairs without exogenous DNA), ZFN-2 (mutations and gene repair with short
exogenous DMNA), and ZFN-3 (transgenesis with long exogeneous DMNA) (Box 1) are mapped in the product-based or the process-based regulations for GMOs or natural by
occuming organisms (NOOs). In this analysis, the form of genome editing enzymes is presumed to be protein or BMNA, not DNA.
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