* ETAPA 1

INICIO DA EDICAO GENICA
ESCOLHA DO ALVO, DA ESTRATEGIA DE
EDICAO GENICA E DESENHO DOS RNAS

GUIAS (GRNAS)

O passo inicial no processo de edi¢do génica utilizando o sistema CRISPR/
Cas9 ¢ a escolha do gene/regido alvo. Em nosso grupo de pesquisa, realizamos
experimentos de perda e ganho de fungdo em linhagens celulares normais e tu-
morais, visando descobrir alvos moleculares que possam auxiliar no progndstico,
diagnostico ou no tratamento da doenga. Um gene superexpresso em linhagens
tumorigénicas, por exemplo, torna-se um interessante alvo a ser estudado neste
contexto, justificando e dando base para o desenvolvimento de um projeto de
pesquisa (este ¢ apenas um exemplo, visto que a escolha do seu gene/regido alvo
pode ter outra justificativa em um outro modelo de estudo).

Ap0s a escolha do gene/regido alvo, é de extrema importancia conhecer as
caracteristicas moleculares e estruturais do mesmo e de seus produtos, sejam
eles RNAs funcionais ou proteinas. Isso ¢ importante para direcionar a escolha
da estratégia de edicdo génica. No contexto da técnica de CRISPR, a expressao
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“edicdo génica” se refere a capacidade de alterar a sequéncia nucleotidica do
gene-alvo (nucleotideos ou genes inteiros podem ser alterados) afetando, assim,
sua expressao/fun¢do. Quando essas alteracdes sdo muito extensas (envolvendo
regides cromossomicas) ou muito numerosas (englobando multiplos genes
simultaneamente), referimo-nos a “edi¢do gendmica”. Adotando uma classi-
ficacdo simples, as diversas formas de edicdo génica podem ser classificadas
em quatro grupos: I) inser¢do de transgenes, 11) substituicao alélica, I1I) no-
cauteamento por inativacdo génica, IV) nocauteamento por delecao génica.

A insercdo de transgenes (knock-in — KI) e a substitui¢do alélica sdo
realizadas utilizando-se um DNA doador exdgeno, o qual apresenta extremi-
dades com homologia em relagdo a alguma regido do genoma. Esse processo
¢ baseado no reparo por recombina¢cdo homologa (HDR) e permite a integra-
cao de transgenes em regides especificas do genoma (intergénicas) ou a troca
de uma sequéncia endégena de nucleotideos por uma sequéncia exogena li-
geiramente diferente, portando SNPs (single nucleotide polymorphisms) ou
pequenas mutagoes.

O nocauteamento por inativagdo génica ¢ realizado através de muta-
coes que levam a perda da atividade do produto final deste gene, gerando
alelos nulos, ou seja, sem fungdo bioldgica. E interessante citar que em
alguns casos, alelos ndo nulos podem ser gerados, permitindo uma atividade
ainda que parcial do gene-alvo. Utilizando o sistema CRISPR, uma clivagem
sitio-dirigida no DNA-alvo ¢ ocasionada, a qual pode ser prontamente corri-
gida por mecanismos de reparo da célula. Um desses mecanismos, a uniao de
extremidade ndo homoéloga (NHEJ) ¢ um mecanismo propenso a erros, po-
dendo ocasionar a adi¢ao/delecao de nucleotideos, alterando a fase de leitura
do gene em estudo. Essa mudanca quase sempre resulta em cddons de parada
prematuros, gerando, assim, moléculas funcionais truncadas.

Em alguns casos, o nocauteamento por delecdo génica, no qual o gene
inteiro ¢ removido, pode ser mais interessante do que gerar mutacdes pon-
tuais, visto que resultard em uma mutacdo nula, onde ambos alelos do gene
podem ser completamente deletados. Nesse caso, utilizam-se duas endonu-
cleases Cas9 e dois gRNAs com sequéncias distintas (Figura 3).
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Figura 3: Estratégia utilizada para deleciio do gene nio codificador de proteina MEG3.
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Dois RNAs guias foram utilizados simultaneamente para direcionar a enzima Cas9 para a regiao
5 e 3’ do gene MEG3, promovendo a delegdo do locus génico (Deocesano-Pereira et al., 2019).

Ap0s a escolha do gene/regido alvo e da estratégia de edi¢do génica que sera
utilizada, o préximo passo ¢ o desenho dos RNAs guias (gRNAs), moléculas de
RNA exdgeno que sdo projetadas para se alinhar a regido de interesse, baseando-se
nos principios do pareamento de bases propostos por Watson e Crick, e cliva-las
com auxilio da endonuclease Cas9. Esses RNAs possuem 20 nucleotideos, que sao
complementares a molécula de DNA-alvo, sendo localizados ao lado da sequéncia
PAM. O desenho dessas moléculas pode ser realizado através de diversos softwares
disponiveis na literatura. Geralmente, cerca de 250 a 500 nucleotideos do DNA ge-
ndmico-alvo sdo submetidos a essas plataformas, que fornecem uma lista de gRNAs
ordenados por um score. Esse score leva em consideracao o ntimero de sitios off-tar-
gets, além da proximidade com as sequéncias PAM (NGGQG). Off-targets sao regides
no genoma que podem ser afetadas indiretamente por um determinado gRNAs. O
ideal na escolha do seu gRNA ¢ escolher aquele que apresenta o menor niimero
de sitios off-targets, visto que a probabilidade de uma outra regido do genoma-alvo
ser afetada sera menor. De qualquer forma, apds a realizagdo do CRISPR, deve-se
validar, por sequenciamento gendmico, as eventuais (e provaveis) regides off-targets
relacionadas ao gRNA escolhido. O esperado € que essas regides permanegam inal-
teradas geneticamente. E também indicado que se teste mais de um gRNA para cada
regido alvo, uma vez que a eficiéncia de edi¢ao pode variar consideravelmente entre
as sequéncias selecionadas. Apos a escolha dos gRNAs, nucleotideos extras devem
ser adicionados em suas extremidades (gerando extremidades coesivas), as quais
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serdo importantes no processo de ligacdo dos gRNAs aos vetores linearizados
do sistema CRISPR/Cas9.

PROTOCOLO 1

1. Obtencao da sequéncia genémica alvo

Duas plataformas podem ser indicadas para a obtengdo das sequéncias do
DNA gendmico alvo:

* https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/

e https:/eenome.ucsc.edu/

2. Escolha do software para desenho dos RNAs guias (gRNAs)

Diversos softwares estao disponiveis na literatura. A seguir, algumas sugestoes:

* https://zlab.bio/guide-design-resources

e http:/www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html

 http:/guides.sanjanalab.org/#/

e http://chopchop.cbu.uib.no/

3. Submissio da sequéncia genémica-alvo ao software

4. Escolha dos RNAs guias (gRNAs)
» Baseados nos maiores scores.

» Levar em consideragdo o numero de sitios off-targets.

5. Sintese dos RNAs guias (gRNAs)

* Dois primers devem ser sintetizados (Forward e Reverse), os quais se-
rao anelados e ligados ao vetor especifico do sistema CRISPR/Cas9.

E importante realizar a adicio de nucleotideos extras em suas extremidades
(gerando extremidades coesivas), as quais serdo importantes no processo de liga-
cdo dos gRNAs aos vetores linearizados do sistema CRISPR/Cas9.
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