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ABSTRACT

Genome sequencing and editing is a domain that has gained rapid traction in
the last 35 years, as increasingly advanced technologies led to new
discoveries and, as a result, a more widespread use of the different gene
editing methods we have access to and increased interest in the research and
development of new methods. Moreover, the recent development of
technologies such as CRISPR-Cas9 has allowed for both an increase in
efficiency and a drastic decrease in costs and maintenance of the editing
process, opening the pathway for affordable and therefore widespread
genome editing. With clinical trials for CRISPR-Cas9 treatments in humans
already funded and scheduled to take place in the near future, what was once
a purely scientific debate has gained an ethical dimension as we get closer to
being able to redefine humanity as a species. The purpose of this article is to
summarize the history of gene editing, from the first genetically modified
organism in 1973 up until the present day, and provide a comparative analysis
between both old and new techniques, as well as offer an outlook on what
these technologies might lead us to in the future.
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Desi ingineria genetica a aparut ca domeniu de studiu abia in a doua
jumatate a secolului trecut (Wright, 1993), modificarile genetice ale
organismelor vii ca urmare a influentei omului sunt un fenomen desfasurat
constant de-a lungul a mii de ani, o daté cu aparitia si dezvoltarea agriculturii
de catre primele civilizatii omenesti. Prin domesticirea animalelor si plantelor,
oamenii au putut reproduce selectiv in acestea acele caractere utile
supravietuirii noastre, datoritd unei preferinte pentru cresterea animalelor,
respectiv. consumul plantelor care prezentau respectivele trasaturi. Putem
observa impactul reproducerii selective, spre exemplu, urmarind de-a lungul
mileniilor dezvoltarea lanii la Ovis aries (oaie) (Zohary et al. 1998), cresterea
fructului la Zea mays (porumb) (Meyer & Purugganan, 2013) sau la Citrullus
lanatus (pepene verde) si multe altele.

11


https://paperpile.com/c/6fNIHo/ReWm

SUCIU: Gene editing - a history of and comparison between the most common methods

S

L

FIG. 1. Reprezentare a evolutiei fructului la Z. mays.
Sursa: https://www.texasbeyondhistory.net/trans-p/prehistory/images/AG-corn-evol.jpg

n general, insa, reproducerea selectiva nu este consideratd o metoda
de inginerie genetica deoarece se produce de-a lungul unor perioade de timp
foarte lungi si in mod pasiv si inconstient. Asadar, in continuare vom analiza
metodele aparute ca rezultat al unui efort activ si voit de a modifica genomurile
organismelor vii.

Stadiile incipiente (1973-1990)

Printre cele mai vechi astfel de metode este cea descoperita in 1973
de catre Herb Boyer si Stanley Cohen, a fost folosita pentru obtinerea unei
forme modificate de Eschierichia coli ce prezinta rezistenta la antibioticul numit
tetraciclina prin modificarea ADNului plasmidial al bacteriei. Cei doi savanti au
fragmentat plasmidele unor altor specii de bacterii, folosind enzime numite
endonucleaze (mai specific, in cadrul acestui experiment, endonucleazele
EcoRI si EcoRIl) si au inserat fragmentele de ADN plasmidial obtinute in
plasmida bacteriei E. coli printr-o tehnicd numita transformare, rezultand astfel
o plasmida noua ce ingloba fragmentele de ADN plasmidial introduse. Un
astfel de fragment, denumit R6-5, contine gena pentru rezistenta la
tetraciclina, gena ce s-a manifestat la bacteriile ce aveau plasmida nou
obtinutd dupa modificarea genetica. (Cohen et al. 1973) Descoperirea lui
Boyer si Cohen a fost cruciald in dezvoltarea domeniului biotehnologiei,
permitand utilizarea la scard industrialda a bacteriilor cu functii specifice
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survenite din modificarile genetice produse. Un exemplu ce ilustreaza utilitatea
acestor noi bacterii este producerea insulinei in specimene modificate genetic
de E. coli, tehnica utilizata la scara larga din anul 1982 (Ladisch & Kohlmann,
1992).

Ingineria genetica in industria alimentara (1990-2005)

Cu toate acestea, metoda lui Boyer si Cohen era limitatd la organisme
unicelulare, fiind capabila sa faca modificari doar la nivelul ADNului plasmidial.
in anii ‘90, compania americand Monsanto extinde orizonturile ingineriei
genetice in lumea plantelor prin introducerea culturilor agricole modificate
genetic. Prin modificarea unei gene la Solanum lycopersicum (rosie), s-a creat
asa-numita rosie Flavr Savr. Gena modificata este responsabila de producerea
enzimei numita poligalacturonaza, enzima care determina inmuierea rosiei, iar
prin inserarea genei n anti-sens, s-au obtinut versiuni modificate ale plantei ce
produceau cantitati mult mai mici de poligalacturonaza, ceea ce a rezultat in
obtinerea unor rosii ce ramaneau ferme mult mai mult timp (Bruening & Lyons,
2000). Tot Monsanto va scoate pe piata la scurtd vreme mai térziu asa-
numitele culturi Roundup Ready, versiuni modificate ale plantelor de Glycine
max (soia), Z. mays, Gossypium sp. (bumbac) s.a. ale caror modificari le fac
rezistente la ierbicidul numit glifosfat (comercializat de companie sub numele
de Roundup), precum si culturile ,Bt” (utilizand ADN prelevat de la Bacillus
thuringiensis), ce isi produc propriul ierbicid (Altieri, 2004) (Gilbert, 2013).

Metodele moderne de editare genetica (2005-prezent)

Una din cele mai importante inovatii din domeniu si diferenta cea mai
mare dintre metodele anterior-prezentate si cele moderne de inginerie
genetica este cresterea substantiala a gradului de specificitate in procesul de
editare (Smith et al. 2014). De foarte multe ori, pentru a ajunge la rezultatele
dorite, este nevoie de o singura corectura la cateva perechi de baze azotate
sau de insertia unei secvente de ADN intr-o anumitd pozitie, acestea fiind
posibile prin utilizarea tehnicilor aparute in ultimii 10 ani, dintre care cele mai
importante pe care le voi descrie sunt, in ordinea cronologica a descoperirii lor,
ZFN (zinc-finger nuclease), TALEN (transcription activator-like effector
nuclease) si CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic
repeats, Cas9 fiind una din proteinele asociate). Toate cele trei au Tn comun
proprietatea de a produce rupturi in catena de ADN in pozitii specifice, fiind
programabile pentru a identifica si localiza anumite secvente de baze azotate
dupa care sa se ghideze pentru sectionarea catenei.

ZFN, prima dintre aceste tehnici aparuta in 2010, opereaza ca un
complex format dintr-o proteinad cu rol de factor de transcriere (asa-numita
proteina cu deget de zinc sau ZFP, numita astfel datorita structurii sale ce
contine unul sau mai multi atomi de zinc legati prin legaturi coordinative de
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resturile aminoacizilor din proteind pentru a conferi stabilitate structurala)
alaturi de o enzima de tip nucleaza numita Fok1. Proteina ZFP reprezinta
componenta programabila a complexului, fiind responsabila de identificarea
secventelor de ADN cautate, si este construitd prin asamblare modulara a
,degetelor” componente. Fiecare ,deget” poate recunoaste o secventa de 3
baze azotate, existand diferite ,degete” pentru aproape fiecare secventa
posibila. Enzima Fok1 are simplul rol de a sectiona catena dubla de ADN in
locul indicat de proteina ZFP (Urnov et al. 2010).

Metoda TALEN, aparuta la scurta vreme dupa ZFN, este similara in
multe aspecte cu aceasta, utilizand aceeasi enzima Fok1 pentru ruperea
catenei de ADN. Diferenta dintre cele doua este ca tehnica TALEN foloseste
pe post de factor de transcriere proteine provenite de la proteobacterii din
genul Xanthomonas. In naturd, bacteriile injecteaza acele proteine in corpul
plantelor pe care le paraziteaza pentru a-i modifica genomul si a facilita astfel
colonizarea plantei in cauza. Metoda TALEN este considerata similara cu ZFN
in privinta eficientei, Tnsa are avantajul de a fi mai usor de programat si folosit
de catre cercetatori (Joung & Sander, 2013).

Nu in ultimul rand, cea mai recenta metoda a ingineriei genetice este
reprezentata de complexul CRISPR-Cas, folosit prima data in 2012 pentru
clivarea in vitro a unei catene de ADN (Hsu et al. 2014). Acest complex,
regasit la marea majoritate a bacteriilor, a fost identificat ca fiind un mecanism
de aparare a acestora impotriva virusurilor bacteriofage. Bacteriile ce
supravietuiesc infectiei unui astfel de virus incorporeaza secvente de ADN viral
in pozitii anume (denumite loci CRISPR). Pe baza acestor secvente de ADN
viral, bacteria Tsi construieste un complex de proteine folosit ulterior la protectia
impotriva acelui tip de virus (Brouns et al. 2008). O anumita forma a acestui
complex, denumitd CRISPR-Cas9, a fost identificata ca fiind programabila,
folosind componenta CRISPR pentru a identifica secvente specifice de ADN si
Cas9 pe post de enzima tip nucleaza, servind astfel drept unealta pentru
modificari ale genomului similara cu ZFN sau TALEN. Spre deosebire de
acestea, CRISPR prezinta avantajul unor costuri mult mai mici, precum si
posibilitatea de a functiona simultan in mai multi loci CRISPR, crescand astfel
substantial viteza cu care se desfasoara procesul de editare (Cong et al. 2013)

Cele trei metode de inginerie genetica moderna sus-numite trec toate
prin acelasi proces - segmenteaza catena de ADN pentru a declansa procesul
de reparare pe baza de omologie al acesteia. Acest proces se poate desfasura
in prezenta sau in absenta unui segment de ADN ,donor”. n primul caz,
vorbim de reparare prin omologie, caz in care se pot insera cateva baze
azotate pentru a face o corectura la catena de ADN sau se pot introduce una
sau mai multe gene in respectiva catena la locul unde a avut loc segmentarea.
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Tn cel de-al doilea caz, vorbim de concatenare neomoloaga, iar atunci fie cele
doud portiuni de ADN sunt ladsate sa fuzioneze din nou, ceea ce deseori
provoaca stergeri sau inserti minore de ADN ca urmare a unei alipiri
imperfecte, fie are loc o a doua segmentare, ceea ce duce la eliminarea unei
portiuni mari din catena de ADN si alipirea fragmentelor ramase (Urnov et al.
2010).

A. Genome Engineering With Cas9 Nuclease
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FIG. 2. Procesul de reparare pe baza de omologie la CRISPR-Cas9.
Sursa: https://www.neb.com/-/media/nebus/files/feature-
articles/images/fa_cas9 fig2 cas9forgenomeediting.png?la=en&hash=E8614E20FAB76135C1363B5DD58
423B186AA8741&device=modal

Urmarind tendintele generale de evolutie ale metodelor folosite in
ingineria genetica, putem constata doua mari directii de dezvoltare: pe de o
parte, cresterea calitativd a procesului de editare, cuantificata prin gradul mai
mare de specificitate, precum si reducerea costurilor materiale si cresterea
randamentului acestui proces; iar pe de alta parte, o extindere treptata a plajei
de optiuni in ceea ce priveste potentialele forme de viatd ce pot suferi
modificari genetice, de la organisme simple (bacterii precum E. Coli) la plante
si apoi la celule animale, implicit celule de mamifere (Cong et al. 2013). Astfel,
pentru prima data in istoria umanitatii, avem acces la o tehnologie ce permite
identificarea si corectarea de mutatii genetice (Spielmann et al. 2016), iar
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testarile clinice pe oameni au inceput deja in Europa si SUA, in incercarea de
a dezvolta un tratament pentru anemia falciforma (Banks, 2018). Cu toate
acestea, posibilitatea de a redefini intregul genom uman si de a schimba
radical modul in care privim viata pe Pamant aduce cu ea o serie de probleme
de natura etica la care nu am gasit un raspuns, dar pe care va trebui sa le
solutionam inainte ca aceasta tehnologie sa ia amploare, adica inhainte sa fie
prea tarziu.
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