Ty,

o ) ecnPem

Centro Nacional de Pesquisa
Laboratdrio Nacional R .
LINBID deBiociéncias em Energia e Materiais

Proposta Projeto PIBIC: Desenvolvimento de ferramentas de CRISPR-Cas9 para o estudo da estrutura
mitocondrial por microscopia de expansao
Pesquisdor Responsavel: Douglas Adamoski Meira (LNBio/CNPEM)

1 Introdugdo

Ha mais de um bilhdo de anos atrds, uma fagocitose falha de um procarioto primitivo derivou a organela
gue hoje chamamos de mitocdndria. Este evento, designado de endossimbiose, transformou-se na principal
fonte energética e de blocos biossintéticos da agora chamada célula eucaridtica, tornando-se parte
imprescindivel do metabolismo celular em processos de homeostase e de patologia, como no cancer.

Durante os milhares de anos do processo de domesticacao mitocondrial, diversas de suas caracteristicas
foram moldadas de acordo com o ambiente celular para o melhor aproveitamento do potencial energético
e biossintético, com uma especializagdo bioquimica e estrutural, em grande parte relacionada com a
formacao de uma complexa e dinamica rede de mitocondrias. Tal rede permanece em constante processo
de fusdo e fissdo, o que modula a sua funcdo e atividade dentro da célula.

Entretanto, modificar e modular a fun¢do desta organela com ferramentas moleculares é um trabalho
desafiador. A utilizacdo de estratégias de edicdo gendmica, como CRISPR/Cas9 permite a modificacdo do
gene enddgeno, sem artefatos relacionados com a superexpressdao do mesmo, e acompanhar os efeitos de
modulacdes bioldgicas sobre o fenétipo da célula em condi¢cdes mais prdximas das reais.

Assim, este projeto tem por objetivo utilizar a glutaminase como gene nuclear com produto localizado
na mitocondria e criar ferramentas para a edicdo deste gene com o intuito de verificar a localizacdo e
morfologia do seu produto e as consequéncias da sua modificacdo para a funcdo da organela, verificada
através da sua morfologia, em um contexto de células de cancer de mama altamente dependentes do
metabolismo mitocondrial.

2 Estado da arte e fundamentagao tedrica

2.1 Vetores lentivirais ndo-integrativos (NILVs, Non-integrating lentiviral vectors)

Sistemas de entrega de acidos nucleicos utilizando lentivirus sdo baseados em versdes modificadas do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), que permitem a substituicdo do material original da particula
infectiva por genes de interesse. Tais ferramentas sao modificadas molecularmente para mitigar os riscos ao
pesquisador que esta manipulando os mesmos, com a remocao de elementos relacionados com a replicagao
e patogenicidade do genoma do HIV-1 e desenvolvimento de sistemas de empacotamento divididos em
multiplos plasmideos, reduzindo o risco de recombinac¢do e reconstituicdo de um vetor replicativo e com
potencial patogénico®. Assim, mostram-se excelentes sistemas com baixo custo de implementacdo, alta
eficiéncia de transducdo e potencial de modificagcdo de multiplas linhagens celulares, mesmo as nao
replicativas, pela sua capacidade de transposicdo do poro nuclear?. Todavia, o processo de estabelecimento
da expressdao do transgene nas células infectadas se da pela modificacdo do genoma com a insercdo
randomica do material genético carregado, modo de acdo que implica em ao menos quatro mecanismos de
modificacdo do fendtipo da célula em estudo que ndo sdo relacionados com o gene de interesse modificado:
a disrupcao de enhancers gendmicos — reduzindo a expressdo de genes -, desconfigurando promotores —
abolindo a funcdo de genes enddgenos -, quebra de regides exénicas — levando a producdo de proteinas sem
funcdo — e ativacdo da estabilidade de mRNAs — com a insercdo em regides que dardo origem a 3’ UTR dos
transcritos e modulando sua estabilidade 2. Para mitigar estes riscos, a producdo de vetores de
empacotamento com mutacgdes na integrase do HIV-1 combina a alta eficiéncia de transducdo viral entregue
por esta plataforma, com a transiéncia da expressao sem a modificacdo do genoma da célula hospedeira de
maneira definitiva3. Isso se mostra como uma vantagem para estratégias de terapia génica e de utilizacdo
de CRISPR/Cas9, com reducdo significativa da ocorréncia de off-targets, justamente pela expressdo
transiente do sistema de modificacdo do genoma, tanto pela enzima quanto pelo RNA guia®.
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2.2 Glutaminases

As glutaminases sao enzimas que catalisam a conversdo de glutamina em glutamato e participam de
processos biossintéticos e energéticos dentro da célula °. Tais proteinas se mostraram capazes de
organizarem-se em complexos maiores que tetrameros®, formando estruturas com aspecto de filamentos,
gue surgem no contexto celular quando da supressao de glutamina, criando superestruturas complexas no
interior das células, visiveis por microscopia de fluorescéncia’. O genoma humano contém dois genes
codificando as glutaminases, GLS1, com isoformas produzidas por splicing alternativo KGA e GAC, e GLS2,
com isoformas produzidas por uso alternativo de inicio de transcricao GAB e LGA.

2.3 Morfologia mitocondrial e fungao

As mitocdndrias sao conhecidas como a usina de energia da célula e desempenham um papel
importante no tamponamento de calcio, na liberacdo de espécies reativas de oxigénio e em metabolitos-
chave para vdrias atividades em uma célula eucariética. As mudangas na dinamica e na morfologia
mitocondrial regulam essas funcdes e sua regulacdo é, por sua vez, crucial para diversos processos
morfogenéticos 2. Diversos genes ja sdo conhecidos como influenciando essa regulacdo como a dinamina
(DNML1) e a mitofusina (MFN1 e MFN2) est3o envolvidos no balanco da fragmentac3o e fusdo mitocondrial®,
entretanto outros elementos do proteoma mitocondrial podem regular essa atividade celular.

2.4  Microscopia de expansao

Diversas técnicas de microscopia de fluorescéncia emergiram nos ultimos anos para aumentar a
resolucao obtida, quebrando limites previamente estabelecidos para a 6tica e recebendo particular aten¢ao
apdés os pesquisadores responsdveis pelo desenvolvimento da entdo chamada microscopia de
superresolucdo serem laureados com o prémio nobel'°. Entretanto, estratégias similares a esta dependem
de equipamentos complexos e estdo limitadas a 10 nanometros de resolucdo!! e dependem de microscépios
dedicados e de alta complexidade para sua utilizacdo. Outra técnica emergente surgiu, explorando nao
capacidades distintas do microscdpio realizando a captura, mas uma combinacdo de protocolos de
manipulagao da amostra que envolvem, de maneira simplificada, a fixagao e o tratamento da amostra dentro
de uma matriz polimérica que passa por um processo de expansdo mecanica, distanciando os entes
moleculares constituintes da amostra e aumentando a resolucdo obtida na mesma razdo da expansao
mecanica 2. Tal estratégia permitiu que Shaib e colaboradores®? extrapolassem a expansdo mecanica para
10X as dimensdes axiais da amostra, e permitindo atingir até 2 angstrons de resolucdo final com o uso de
microscépio de super-resolucdo convencional. Com tal resolucdo, a compreensao da ultraestrutura celular
pode ser realizada sem a necessidade de técnicas complexas de microscopia eletrénica ou utilizando
tomografia de raio-X, e ainda assim retornando informacao a nivel molecular das mudangas conformacionais
proteicas envolvidas no processo.

3 Objetivos

1) Estabelecer sistema lentiviral de empacotamento ndo integrativo, com a mutacdo D64V da
Integrase do HIV utilizando ferramentas de biologia molecular.

2) Modificar de vetores de transferéncia lentiviral para a entrega de RNAs guia e bragos de homologia
com o objetivo de adicionar proteinas fluorescentes no C-terminal das isoformas de glutaminase
humanas e introduzir mutac¢des de ponto especificas utilizando ferramentas de biologia molecular.

3) Validar a funcionalidade do sistema de entrega ndo-integrativo e dos vetores de transferéncia com
a utilizacdo de cultivo de células de cancer de mama.

4) Avaliar a alteracdo da morfologia mitocondrial apds as alteracGes genémicas utilizando microscopia
de expansao
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4 Metodologia

Para o estabelecimento do sistema de empacotamento ndo integrativo, serdo desenhados
oligonucleotideos para a introdu¢dao da mutagdo D64V na Integrase do HIV, que se mostrou a mais eficiente
e mais capaz de manter a producio viral com titulos elevados3, com o auxilio do QuikChange I Site-directed
mutagenesis kit. Utilizando ferramentas de biologia molecular bdasicas (PCR, enzimas de restricao,
eletroforese, sequenciamento de DNA por Sanger) vetores de transferéncia serdo modificados para compor:

a) Vetor de expressao da enzimas Cas9 com tag fluorescente para transferéncia em sistema lentiviral

b) Vetor de transferéncia com sitio para insercdo sequéncia que expresse o RNA guia (gRNA),

desenhado para a clivagem na regido que codifica para o c-terminal das glutaminases humanas ou
aminoacidos de relevancia para o processo de filamentagdo, regido de clonagem multipla para
insercdao de brago de homologia (HDR) que funcione como regido doadora para a inclusdo de
mutacdo ou de proteina fluorescente e, por fim, tag fluorescente para a identificacdo das células
transduzidas com o virus

Os sistemas modificados envolverdo a inclusdo de tag fluorescente em nas isoformas KGA e GAC do
gene GLS e na isoforma GAB do gene GLS2, além de mutacdes de ponto no gene GLS. Apds a producdo dos
sistemas de biologia molecular necessarios para a modificacdo génica, os vetores virais serdo empacotados
com sistema NILV para o vetor de transferéncia do gRNA-HDR-Tag e com sistema integrativo para o vetor
que carrega a Cas9.

Posteriormente, os vetores lentivirais serdo utilizados para a transducdo de linhagens celulares de
cancer de mama para a modificacdo do genoma das mesmas e o acompanhamento da morfologia
mitocondrial e organizacdo da glutaminase frente a desafios quimicos e nutricionais. O produto deste
cendrio serd avaliado por técnicas de microscopia convencionais e de super-resolucdo, utilizando a
ferramenta de microscopia de expansdo. Os dados obtidos serdo quantificados utilizando algoritmos ja
desenvolvidos no grupo para a verificacdo dos impactos de mutacdes da glutaminase na morfologia
mitocondrial.
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Figura: Representacdo geral da metodologia a ser utilizada no projeto.
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