Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Saude da Mulher,

da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira

EFICACIA DO SISTEMA CRISPR/Cas NA EDICAO GENOMICAD O

GENE DA SINDROME DE WISKOTT-ALDRICH

Carla Cristina Pedrosa de Lira de Morais

Rio de Janeiro

Marco de 2017



Fundacao Oswaldo Cruz
Instituto Nacional de Saude da Mulher,

da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira

EFICACIA DO SISTEMA CRISPR/Cas NA EDICAO GENOMICAD O

GENE DA SINDROME DE WISKOTT-ALDRICH

Carla Cristina Pedrosa de Lira de Morais

Dissertacdo apresentado a Pds-Graduagcdo em
Pesquisa Aplicada a Saude da Crianca e da
Mulher, como parte dos requisitos para a

obtencao do titulo de mestre em Ciéncias.

Orientador: Dr. Zilton Farias Meira de Vasconcelos

Coorientadores: Martin Hernan Bonamino e Flavio Henrique P. Braga

Rio de Janeiro

Marco de 2017



CIP - Catalogacdo na Publicacao

Morais, Carla Cristina Pedrosa de Lira .

Eficacia do sistema CRISPR/Cas na edicdo genomica do gene da
sindrome de Wiskott-Aldrich / Carla Cristina Pedrosa de Lira Morais. - Rio de
Janeiro, 2017,

104 f,; il

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Institute Nacional de Saide da
Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira, Rio de Janeiro - R],
2017,

Orientador: Zilton Farias Meira vasconcelos.
Co-orientador: Martin Hernan Bonamino.
Co-orientador: Flavio Henrique Paraguassu Braga.

Inclui Bibliografias.

1. Sindrome de Wiskott-Aldrich. 2. CRISPR. 3. Gene WAS. 4. Terapia
genética. 5. Reparo por recombinacdo homéloga. 1. Titulo.

Elahorada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca da Saude da Mulher e
Crianca/ICICT/IFF com os dados fornecidos pele(a) auton(a).




Dedico essa dissertacdo a minha familia, meus
pais, Carlos e Edna, pelo apoio e incentivo. Ao
meu  marido, Anderson, pelo amor,

cumplicidade, compreensao e incentivo para
alcangar voos mais altos. Aos meus filhos,
Nicole e Davi, que sdo meus estimulos. Sem

VOCES eu, se quer, teria chegado a essa etapa.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus pela forca que meettena cada dia para seguir meu
caminho profissional e pessoal.

Ao meu orientador, Zilton Vasconcelos, pela corffeamlepositada em mim para o
desenvolvimento desse projeto, pela paciéncia éoplorensinamento passado.

Ao coorientador Martin Bonamino pelo apoio no desénmento do projeto e por
todo ensinamento passado.

Ao coorientador Flavio Braga pelo apoio e incentwo minha carreira profissional.

A toda equipe “Martin Lab”: Leo Chicaybam, LuciaMayra e Barbara (Babi) por
me ensinarem com paciéncia toda a técnica de Iléologlecular envolvida no
projeto; Cintia, Luisa, Paula, Laura, Tonho, Plis@ Andreia pela companhia,
conversas e apoio durante todo periodo que perimamé@b para o desenvolvimento
do projeto.

A toda equipe “NB2 Lab” principalmente, Leonardduliana Dutra, Gabriel,
Christiane, Régis e Leticia que contribuiram deumlg maneira nessa minha
trajetéria. Em especial, minhas companheiras daauduliana Pfisterer e Daniela
Prado, obrigada pela ajuda, companhia, incenticamseersas.

A equipe BSCUP/INCA, Juliana Dias e Carlos Pinhlapé€icas, Baiense, Pedro, Ana
Beherega (Marinha), Julio e Miriam. Obrigada a spelo apoio e compreensao.

A todos os amigos e familiares que contribuiram allguma maneira para o
desenvolvimento desse trabalho.

A FAPERJ pelo apoio financeiro.



Lista de figuras

Figura 1. Representacdo esquematica de WASP narowagfao inativa e ativa.

Figura 2. Representacdo esquematica de WASP narowatfao inativa e ativa.

Figura 3. Efeitos da auséncia de WASP em multipthagens hematopoéticas.

Figura 4. Sequéncia doad@@&P/WAS

Figura 5. Sequéncias guias.

Figura 6. Sequéncia doadd&P/WASsintetizada.

Figura 7. Digestdo enzimatica de DNA plasmidiabrebinante contendGFP/WAS

Figura 8. Selecéo da regiédo alvo.

Figura 9. Insercéo da sequéncia guia no vetor ppd#aim

Figura 10. Eletroferograma.

Figura 11. Analise por microscopia de fluorescéfEMOS) de células GFP

Figura 12. Digestao enzimatica de pX459 recomb@ant

Figura 13 Andlise de insergdo deFP/WAS

Figura 14 Amplificacéo da regido de edigdo pela Cas9.

Figura 15 Amplificacéo da regido de edigdo pela Cas9 apdaia&de cultivo celular.

Figura 16. Insercdo da sequéncia doadGfeP/WAS no DNA genbmico de células
hematopoéticas.

Figura 17. Amplificacdo da sequéncia de confirmagéonsercdo d&FP/WASno DNA
gendmico de células hematopoéticas.

Figura 18. Quantificacdo e identificacao de colénia

Figura 19. Quantificacdo de GFP, por Citometridlaleo, em células CD34



Lista de tabelas

Tabela 1. Enzimas e respectivos tampdes utilizadaligestao.
Tabela 2. Sequéncia de pares de primers (sensersagpara clonagem de RNAg, andlise de

regido editada pela Cas9 e clonagem em vetor izaehr.

Tabela 3. Analise por citometria de fluxo da expéesde GFP plasmidial, pX458, em células

HEK 293.

Tabela 4. Andlise por citometria de fluxo da expéesde GFP proveniente da sequéncia
doadora, em células hematopoéticas Jurkat e PBMC.

Tabela 5. Dados de celularidade das amostras.



Lista de graficos

Grafico 1. Frequéncia de mutacdo indel (Prisma 5.0)

Grafico 2. Alinhamentos para regido alvo (CrispR&faisLite).

Vi



vii

Resumo

A sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) é causada partagdes no gen?&/AS que
comprometem a fungéo ou a sintese da proteina WASP). Correcdo génici vitro, em
células tronco e progenitoras hematopoéticas (CTdeH)acientes, utilizando estratégias de
vetores virais, tem sido realizada para tratamdat@/AS, no entanto, a ocorréncia de efeitos
adversos decorrentes de insercdes aleatorias,dénassociados ao vetor. Nesse contexto, 0
presente projeto propde o desenvolvimento de unratégia inovadora de terapia génica,
baseada no sistema CRISPR/Cas, para insercdo ec&amrgenética sitio-dirigida do gene
WAS O sistema CRISPR/Cas é composto por um RNA dgrMAQ) que interage com
endonucleases da familia Cas formando um compleg@glirecionado para o DNA alvo por
meio de pareamento de bases e induzindo, dessa,farolivagem da sequéncia alvo. Dessa
forma, duas sequéncias guias de 20 nucleotideas, cpue compdem o RNAg foram
desenhadas, utilizando ferramentas computacioAamvaliacdo da eficacia do RNAg em
guiar a endonuclease para a clivagem da fita dipl2NA gendmico foi realizada através de
caracterizagdo do sitio alvo avaliando a preseagawtacdes indel no DNA genémico. Apés
a confirmacao da eficacia do RNAg pamansequente estimulo da edi¢cdo génica do gene
WAS via recombinacdo homadloga, através da insercaard®NA doador pelo método de
eletroporacdo (néo-viral), foi realizado a quacéifido, por citometria de fluxo, de proteina
verde fluorescente (GFP) fusionada a sequénciaodegéo do gen&VAS flaqueadas a
bracos de homologia 3’ e 5, contendo aproximadaen&0 pb cada. Nossos resultados
mostraram uma alta eficacia de um dos RNAg emilerab potencial ponto de clivagem da
fita dupla de DNA gendémico, onde 93,3% das colbeiditadas apresentaram mutacao indel
com pontos de clivagem compativeis com a literafoaentanto, a clivagem da fita dupla de
DNA gendmico realizada pelo RNAg né&o foi capaz mduzir uma insercao eficiente da
sequéncia de DNA doador. Portanto, sugerimos adssmadicionais para a otimizacao do
desenho da sequéncia doadora e/ou uso de moléeslamsuladoras para aumentar a
ocorréncia de recombinacdo homologa para insered®NA doador. Dessa forma, sera
possivel provar o conceito da nova estratégia-ditigida, com finalidade terapéutica.

Palavras chave: Sindrome de Wiskott-Aldrich, CRISPR, GeNWéAS Terapia genética,
Reparo por recombinagdo homadloga
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Abstract

Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is caused by mutaian theWASgene, which
compromise the function or synthesis of the WASgm(WASP).In vivo genetic correction
in hematopoietic stem cells (HPSC) of patients gistrategies based in viral vector have
been performed to treat WAS, however, the occugeolc adverse effects arising from
random insertions have been associated with vettothis context, the present project
proposes the development of an innovative stratefjygene therapy, based on the
CRISPR/Cas system, for insertion and site-diregeaktic correction of th&/ASgene. The
CRISPR/Cas system is composed of a guide RNA (RNAg) interacts with Cas family
endonucleases forming a complex that is directethéotarget DNA by base pairing and
thereby induces cleavage of the target sequenass, TWwo guide sequences of 20 nucleotides
each, which compose the RNAg were designed, usingpatational tools. The evaluation of
the efficacy of RNAg in guiding the endonucleask tfte cleavage of the double strand of
genomic DNA was performed by characterizing thgetsite by evaluating the presence of
indel mutations in genomic DNA. After confirming ethefficacy of the RNAg for the
subsequent stimulation of tMdASgene, by means of the insertion of a donor DNAtH®y
electroporation method (non-viral), the quantificai by flow cytometry, of protein
fluorescent green (GFP) fused to WWASgene correction sequence, flanked into 3 'and 5'
homology arms, containing approximately 800 bp e&ulr results showed a high efficacy of
only one of the RNAg in localizing the potentiakalage point of the double strand of
genomic DNA, where 93.3% of the edited coloniesspnéed indel mutation with cleavage
points compatible with the literature. However,aslage of the double strand of genomic
DNA by RNAg was not able to induce efficient ingent of the donor DNA sequence.
Therefore, we suggest additional evaluations fotinupation of donor sequence design
and/or use of stimulatory molecules to increaseottwirrence of homologous recombination
for insertion of donor DNA. In this way, it will bpossible to prove the concept of the new

strategy, site-directed, with therapeutic purpose.

Keywords: Wiskott-Aldrich syndrome, CRISPR-Associated PrnatelWAS gene, Genetic

Therapy, Homology-directed repair
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1. INTRODUCAO

As imunodeficiéncias primarias (IDP) possuem eg@ogenética cuja principal
caracteristica esta relacionada a alteracbes dagbds do sistema imune, 0 que
frequentemente resulta em infec¢cbes recorrentesingerdo da incidéncia de doencas
autoimunes e neoplasias (1). A Sindrome de Wigkotich (WAS; do inglés,Wiskott-
Aldrich Syndrome é uma IDP ligada ao cromossomo X caracterizada ipi@ccdes
recorrentes, hemorragias graves e autoimunidadeA(2YAS é causada por mutacdes no
geneWAS que comprometem a funcéo ou a sintese da proféifaP (3). Essa proteina €
sintetizada em células hematopoéticas, onde intigersos estimulos extracelulares para
regulacdo dos filamentos de actina no citoesquelaioalizacéo celular (4,5). Alteracdes na
WASP prejudicam a funcdo das células do sistemanémeomo: migracaaen vivo de
leucécitos; morte de patogenos por células NK (fratkiller”) e neutrofilos; apresentacao
de antigenos por células especializadas; “homing” cdlulas B nos o6rgdos linfoides
secundarios levando a uma resposta humoral ddfgielefeitos na formacédo de sinapse
imunologica e ativacdo de células T apds estimaldedseu receptor (2,4,6-8).

Na WAS, as mutacdes genéticas que comprometermtige a funcédo da proteina,
estdo associadas aos fenotipos mais severos da&add@n Nesses casos, a indicacdo
terapéutica é o transplante de células tronco gepitora hematopoéticas (CTPH) alogénico,
obtidas de doador saudavel, que propde a recagdbtdo sistema imunoldgico com células
saudaveis e eliminando assim as complicacGes atimiesses pacientes (10,11).

As CTPH utilizadas neste tipo de procedimento podenobtidas de medula éssea
(MO), sangue periférico mobilizado (SPM) ou sangigee corddo umbilical e placentéario
(SCUP), além disso, sao identificadas pela preséagaroteina CD34 em sua superficie. As

células tronco hematopoéticas séo caracterizadaspe capacidade tanto de auto-renovacao
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como diferenciagdo em células progenitoras hematmas comprometidas para a linhagem
mieloide, linfoide, eritroide ou megacariocitic2€14).

O sucesso terapéutico utilizando o transplante TeHCalogénico alcanca cerca de
70% dos casos, e os melhores indices sdao demamsstiuuando utilizados doadores
relacionados e HLA-idénticos, considerando a erxed doenca do enxerto contra o
hospedeiro e infec¢bes grave (15,16). Assim, omledemento da terapia génica atraves de
modificacdo genética de CTPH autogénica, para ¢ da proteina WASP, vem sendo
proposta como um tratamento alternativo para WAfts poderia ndo somente superar as
limitacdes e morbidades relacionadas ao transp&atggnico, como também ser aplicavel a
todos os pacientes (16-18).

Existem trabalhos que demonstramyitro, a eficiéncia, seguranca e estabilidade na
transducdo em diferentes tipos de células hemaiopséhumanas para a correcdo das
mutacdes no gen&AS utilizando estratégias de vetores virais (2,4,E®) ensaios clinicos,
trabalhos tém mostrado resultados de pacienteadooes de WAS submetidos a tratamento
com terapia génica, onde foram utilizadas duaslif@ndiferentes de vetores virais para a
transducdo de CTPH seguida de transplante autdbg&0,21). Entretanto, apesar de, no
estudo, todos os pacientes terem apresentado medlooquadro clinico original, sendo as
intercorréncias como, sangramento grave, infecgdesrrentes e autoimunidade totalmente
revertidas, ocorreram mdltiplas insercfes aleadda material genético transferido pela
maquinaria viral, em ambas as estratégias (1720).associacdo a multiplas inserc¢oes,
Braun e colaboradores (20) demonstraram uma aftmlénmcia no desenvolvimento de
leucemias agudas com a utilizacdo de gama-retsyvénquanto que o grupo de Aiuti e
colaboradores (17) ainda nao detectaram nenhumens&p clonal aberrante nos pacientes

gue receberam vetores lentivirais.



15

O sistema CRISPR (do ingléSJustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeaty descoberto inicialmente em bactérias, tem mdstser uma eficiente ferramenta
para edicdo génica em ceélulas de diversos orgasjsmzuindo ratos, camundongos e outros
mamiferos (22—-25). Esse sistema foi descrito comaosistema imunologico adaptativo de
bactérias, constituido de curtas sequéncias reysetD-50 pares de base (pb), regularmente
intercaladas por sequéncias variaveis de nuclestideoveniente de DNA exdgeno,
chamadas de “espacadores” (26). Algumas sequémpatidas sao palindrémicas podendo
gerar RNAs com estruturas estaveis em forma dehgaoao ndo estruturados, além disso,
cada sequéncia repetida possui uma sequéncia cadaena extremidade 3’ que servem
como sitio de ligacdo para uma ou mais endonucl€ase(27). Os espacadores, quando
associado a proteina Cas forma o sistema CRISPRgGa< dividido em trés tipos (I, Il e
[ll) e pode conferir imunidade em diferentes faagavés da utilizacdo de seus transcritos
(27).

A resposta imune adaptativa, em bactérias, mediatta sistema CRISPR/Cas é
conferida por trés estagios basicos: 1) AquisiGgAdNA exdgeno; 2) Biogénese de RNA-
CRISPR (crRNA) e 3) Direcionamento do alvo. Duramtianscricdo, € gerado inicialmente
um pré-CRISPR RNA (pré-crRNA) que interage com RNAnsativador (tracrRNA)
formando o crRNA maduro denominado de RNA guia (RNAjue interage com
endonucleases da familia Cas, forma um complexcéqiieecionado para o DNA alvo por
meio de pareamento de bases e induzindo, dessa,faralivagem da sequéncia alvo (27,28).
No direcionamento da sequéncia alvo, cada RNAg sstipre associado a um motivo
denominado de PAM (do ingléByotospacer Adjacent Mojifo qual pode variar de acordo
com o tipo de sistema CRISPR (27,29).

Nesse contexto, o presente projeto propde o desémemto de uma estratégia

inovadora de terapia génica, baseada no sistem&RERCas, para insercdo e correcao
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genética guiada por RNA. Devido ao fato da WASusea doenga monogéncia, 0 gaNaS
foi identificado como sendo o mais indicado parasaoprimeira manipulacdo genética, em
células humanas, para transfecg@witro com sistema de eletroporacdo (ndo-viral). Com a
validacado funcional do RNAg desenhado, confirmaaddicacia do sistema CRISPR/Cas na
edicdo génica do genWASe quantificacdo da eficiéncia de transferéncidcgéem células
hematopoéticas de origem humana, serd possivetavas estudos para edicdo do gameS
em CTPH avaliando sua multipotencialidade e pnaliféo pds-edicdo, provando o conceito

da nova estratégia sitio-dirigida com finalidadepéutica.
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2. JUSTIFICATIVA

A terapia génica utilizando CTPH tem surgido comualestratégia inovadora para
correcao das desordens da IDP permitindo niveefidi€ncia compativeis com uma melhora
do quadro clinico (17,30). Na WAS, a indicacdo gérdica nos casos mais graves, € 0
transplante de CTPH alogénico, onde os melhoradtadss clinicos sdo obtidos quando
utilizadas células de doador HLA-idénticos (31).

O fato de a WAS possuir uma frequéncia de melhlinica relativamente alta por
transplante alogénico de CTPH, fornece uma pelispede eficacia dos tratamentos com
base no transplante autélogo apés correcao géagc& dPH (32). Além disso, as CTPH séo
facilmente acessiveis e passiveis de cuitivaitro e transferéncia de genes, oferecendo uma
melhor chance de sucesso na terapia génica. Cqontodoontexto de IDP graves como na
imunodeficiéncia combinada severa (SCID, do inglgre combined immunodeficien@as
CTPH modificadas geneticamente apresentam vantaggdasvas sobre as populacdes de
células ndo modificadas (33). Esses dados indicaen qesmo uma baixa eficiéncia de
transferéncia do gene corrigido pode reverter cetapiente os sintomas clinicos.

Com base nas estratégias de terapias génicasadditizatualmente, através da
utilizacdo de vetores virais, 0 sistema CRISPR/@as, mostrado ser mais vantajoso devido
ao fato da edicdo génica poder ser feita de madeigada, 0 que controlaria a aleatoriedade
de pontos de insercdo no DNA de células submetideensducéo, como ocorre com vetores
virais. Dessa forma, a correcao e alteracdo genptidem ser realizadas inclusive no gene
original, mantendo a estrutura e controle de espesgénica enddgena, minimizar
genotoxicidade decorrente de insercbes aleatGalgsn de permitir a uniformizacdo da

terapia para todos os pacientes WAS. Portanto, esstelo visa avaliar a eficacia de uma
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estratégia de terapia génica inovadora o que pquoemaitir uma futura implantacdo, em

nosso pais, de plataforma de ensaios pré-clinessdolos nesse tipo de tecnologia.



19

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a eficicia do sistema CRISPR/Cas na edig@dmica d&VAS

3.2. Objetivos especificos

— Avaliar a eficacia da endonuclease Cas9 guiadaliveegem da sequéncia alvo
no genéVAS

- Caracterizar o sitio alvo da Cas9 guiada no DNAOGgeoo, através de
sequénciamento;

—  Quantificar a eficiéncia de transferéncia génicaAdSfusionado a GFP em

células hematopoéticas.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. Imunodeficiéncia primaria

As IDP compdem um grupo heterogéneo de doencasicgnéaras, compreendendo
mais de 250 doengas clinicamente diferentes quanafe via bioldgica de desenvolvimento e
diferenciagao do sistema imune (34). Em geralD&sd&do desordens monogénicas, de origem
hereditaria, predominantemente caracterizadasfergbes recorrentes com risco de vida, se
nao diagnosticas e tratadas (34,35).

De acordo com a politica nacional brasileira, p@ta® 199 de 30 de janeiro de
2014, considera-se doenca rara aquela que afe€b ggéssoas em cada 100.000 individuos,
ou seja, 1,3 pessoas para cada 2.000 individugs N8 IDP, os dados de prevaléncia e
incidéncia global sdo desconhecidos, devido a biéidade na metodologia de obtencéo das
informacdes em diferentes paises levando a ressltaextonsistentes. Estudos recentes tém
sugerido que as IDP podem ser mais frequentes gatneado anteriormente (37-39).

De acordo com a Ultima atualizacdo da classificad@dDP, apds encontro em
Londres, em marco de 2015, compilado pelo Comitésgecialista da Uni&o Internacional de
Sociedades Imunoldgicas, nos ultimos dois anoanfaeportados 34 novos defeitos génicos.
E, considerando o defeito genético, se conhecidenghs associadas as anormalidades
imunoldgicas e algumas condi¢des ndo-imunologaa#)P foram classificadas em (40):

. Imunodeficiéncia afetando imunidade humoral e egjul

. Imunodeficiéncias combinadas com caracteristicascéadas ou sindrémicas;

. Defeitos predominantes de anticorpos;

. Doencas de desregulacdo imune;

. Defeitos congénitos de numero de fagocitos, fulmgéambos;
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. Defeitos em imunidade inata e intrinseca,;

. Desordem auto-inflamatoria;

. Deficiéncias de complemento;

. Fenocdpias de IDP.

Com a finalidade de reduzir a morbidade e mortdkdaa IDP, em 1993, a Fundacao
Jeffrey  Modell  (http://www.jmfworld.com) e Cruz Meelha Americana
(http://www.info4pi.org/aboutPl) estabeleceram lihas de alerta que sdo revisados
periodicamente, sendo a mais recente em 2013, espa@sio uma versao para adultos e outra
para criancas, com varias traducdes transcultesare caso do Brasil, sendo adaptado ao
nosso meio pelo grupo brasileiro para imunodefa@@&(BRAGID, do inglés Brazilian Group

for Immunodeficiency) (37,41).

4.2. Sindrome de Wiskott-Aldrich

A WAS foi descrita em 1937 quando o pediatra aleniio Alfred Wiskott
identificou trés irmaos, cujas irmds eram saudasgisesentando caracteristicas clinica de
eczema, trombocitopenia e infec¢des recorrentededeprimeira infancia, sendo notificadas
as mortes precoces devido a hemorragia e infecfiEssa forma, a doenca foi associada a
um defeito nas plaguetas e foi chamada de “trontieopareditaria” (42).

Em 1954, a doenca foi estudada em maiores detpliespediatra americano Dr.
Robert Aldrich através do acompanhamento de 6 gesage uma familia holandesa afetada,
sendo observado que varios meninos haviam moredaad a trombopatia hereditaria, com
nenhuma menina afetada, baseado nisso, o pedméiacano propds que essa doenca tinha
um padrédo recessivo ligado ao cromossomo X (43)Yé¢ada de 60, com o reconhecimento

desses pacientes, passaram a ser referidos comatpaccom sindrome de Wiskott-Aldrich.
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Em 1994, Derryl e colaboradores sequénciaram pél@epa vez o gene responsavel pela
sindrome, localizado no braco curto do cromossoni4X

A incidéncia de IDP ligada ao cromossomo X € dexipradamente 1 a 4 casos por
1.000.000 de nascidos vivos do sexo masculino, wma média de idade para o diagndstico
de 24 meses, para 0s casos sem histérico fanglestima-se que a incidéncia da WAS seja
de 1 a 10 em 1 milh&o de individuos (45,32).

A WAS €, na maioria dos casos, causada por mutggdetiais no gen&VAS
localizado no brago curto do cromossomo X, apreselat 12 exons que codificam a proteina
WASP (do inglés,Wiskott-Aldrich Syndrome Protgircom 502 aminoacidos (44). Além
disso, o gen&VAS possui dois promotores, cujas regulagdes gémcaso ainda ndo estao
bem compreendidas: 1) o promotor proximal, que ifisadiatamente adjacente ao local de
inicio da tradugédo, possuindo um padrédo de expresgdecifico da linhagem hematopoética
e 2) promotor distal, localizado 6 kb (quilobase)ma e também mostra atividade em
linhagens de células hematopoiéticas (46-48). A WASBntém varios dominios funcionais
que interagem com proteinas envolvidas na sind@d@amptracelular e regulagdo da
polimerizacdo dos filamentos de actina no citoelegoi€49). Até o momento foram descritos
aproximadamente 300 tipos de mutacfes no QAWAES envolvendo todos os 12 exons
(43,44,49-51).

Na WAS, existe uma forte correlacdo entre genétigenotipo, e de acordo com a
manifestacdo clinica, a WAS pode ser classificada @assica, trombocitopenia ligada ao
cromossomo X (XLT, do inglés-linked thrombocytopenja XLT branda (52,31).

Para diferenciar os fenétipos causados por mutagdgeneWASe correlacionar a
gravidade da doencga, tem sido utilizado um sistdmgontuacao, que varia entre 0 e 5,
baseado nos sintomas clinicos (32,53). A WAS comtyagdo igual ou maior que 3 é

considerada como WAS classica, cujo paciente ap@s¢érombocitopenia, eczema,



23

imunodeficiéncia e sequelas infecciosas (53), dglr Na presenca de autoimunidade e/ou
neoplasia é considerada como uma WAS com pontuag&presentando um grupo com alto
risco para morbidade e mortalidade. Um paciente WOAS pode transitar de uma WAS de
baixa pontuagéo para uma de maior pontuagao, @rages mecanismos e fatores de riscos
ainda serem desconhecidos, dados sugerem querassgdo pode ocorrer secundaria a

mudancas epigenéticas (54).

Pontuagao 05 1 2 25 3 4 5
= i e - Sindrome de Wiskott Aldrich
rombocitopenialigada ao Classica (WAS)
Trombocitopenia [nter Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Suave-
Eczema Mao Mao Suave hod Mod Sev B
elou au
Suave-
Infeccdes MNEo MNao Suave hod B
3 Sev
Malignidade! o 5 5 1 - - :
; i I &o o o Iao Sim
autaimunidade
Tromteosapens N&o  Nio  Nio  Nio 5 5 Sim

Severa, refrataria

Expresséo Mormal Ausente
WASP

Mutacéo . Delecles
gene WAS Missense Monsense
MNecessidade Bisika Alta

TCTPH

Figura 1. Pontuacéo clinica de WAS. Pacientes WA @ pontuados de acordo com a severidade
de seus eczemas e infeccdes, desenvolvimento deiautnidade e/ou malignidade, assim como a
presenca de trombocitopenia severa, refrataria (caagem de plaquetas < 10 x 0., apesar do
tratamento imunomodulatorio). Pacientes com pontuao clinica igual ou maior que 3 séo
considerados com WAS classica e menor que 3 com XLNluma correla¢do gendtipo-fenétipo, os
pacientes com XLT mostram ser mais susceptiveis prasentarem a proteina WASP residual
associada a uma mutacdo génica missense, em queodificado um aminoacido diferente,

enquanto que os pacientes com WAS tém maior probdiosiade de serem WAS nulo podendo
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apresentar, no gene WAS, uma delecdo, uma mutacaonsense ou mutacdo de parada precoce.
Essa classificacdo ajuda a prever quais pacientesderéo desenvolver complicagdes graves e se
beneficiariam de um transplante de CTPH (TCTH) preoce. Inter: Intermitente, Mod:

Moderado. Esquema adaptado de Worth e Trasher, 2016

A imunodeficiéncia na WAS esta associada a defit@no numero e fungédo das
células T e B, resultando em maior suscetibilidad@efec¢cbes causadas por uma grande
variedade de patogenos (45,32). Além disso, osismile imunoglobulinas também estdo
alterados em pacientes WAS e apesar dos numerateutedfilos, mondcitos e outros
fagdcitos estarem normais, assim como, das céliasiral killer” (NK) e células T
reguladoras (Treg), as funcdes dessas células sp@sta imunoldgica estdo prejudicadas
(51,52,55).

Estima-se que 40% dos pacientes WAS desenvolveoimautidades que podem
estar associadas a alteracdo na homeostasia disCEle B, além de alteracfes funcionais
das células Treg, contribuindo para que parte degaeientes apresente potencial para o
desenvolvimento de mdltiplas doencas autoimunesdoseas mais comuns: anemia
hemolitica, vasculite, doenca renal e artrite @@ri#5,56-58).

A literatura mostra que 13-20% dos pacientes WASeolvem algum tipo de
neoplasia, sendo a mais comum o linfoma nao-HodgkiiH) quando comparado ao linfoma
de Hodgkin (LH), no entanto, outras neoplasias comielodisplasia, leucemia e doencas
mieloproliferativas também tem sido descrita (28,B&dos historicos mostram que a taxa de
mortalidade de pacientes WAS que desenvolvem atgpmue neoplasia € de 95% (45).

O desenvolvimento de eczemas ocorre em cerca dal88%acientes (53). Assim, a
trombocitopenia € a segunda manifestacdo mais cosmanpacientes WAS, entretanto, a
gravidade é variavel e esta associada ao riscardganento (45,59). Apesar do numero de

megacariécitos ser normal em pacientes WAS, a fgéimalas plaquetas € anormal, o que
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pode estar associado a fungdo prejudicada de WASBratesso de formacdo plaquetaria,
ativacdo e remodelagem do citoesqueleto nestaas€60,61).

O tratamento convencional para a WAS inclui: antiboterapia prolongada,
repetida e, alguns casos, permanente; transfusdpkguetas para os casos de hemorragias
graves; uso de imunoglobulinas intravenosa, indicpdra 0s pacientes que apresentam
deficiéncia importante de anticorpos e uso de imsmpressor, quando houver manifestagao
autoimune (32). Entretanto, o cuidado padrao pa@aagas com WAS classica é o transplante
precoce de CTPH a fim de prevenir o desenvolvimeletacomplicagcbes como, infeccdes
significativas, sangramento ou autoimunidade (88)entanto, no Brasil o tratamento € mais

conservador e so vai a transplante os pacientgsgra

4.3. WASP: Funcéo, estrutura e ativacao

A regulacéo do citoesqueleto de actina € importpata permitir processos celulares
basicos como, motilidade, divisdo, diferenciac@maocitose (62). A WASP ¢ sintetizada em
células hematopoéticas nao-eritroide e possui shigefuncdes no sistema imunoldgico,
atuando como um importante regulador do citoestpuele actina, integrando eventos de
sinalizacao de superficie celular, como o recrutdme a localizacdo de proteinas estruturais
e quinases proporcionando a polimerizacdo de actaaranjo do citoesqueleto e formacéao
de podossomos (53,63). Os podossomos sao estrptotasivas especializadas associadas a
degradacédo da matrix extracelular e migracao aalwasiva (64).

Em sua estrutura, a WASP apresenta: 1) em suagoangéno terminal, um dominio
1 homoélogo a Ena/VASP 1 (EVH1, do ingl&émna/VASP homology domain, ltambém
chamado de dominio 1 homélogo a WASP (WH1, do ;:"\gl&SP homology domain;12)

uma regiao basica (BR, do inglBeasic region; 3) um dominio de ligacdo a GTPase (GBD,
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do inglésguanosine triphophatase-binding domgid) uma regido rica em prolina (PPP, do
inglés polyproline rich regiof;, 5) e, em sua porgédo carboxi-terminal, uma regi@oposta
por dominios de homologia a verprolina, centragégides acidas (VCA, do inglé&erprolin
homology/central/acidic domajir§65).

O dominio VCA é um sitio ativo de WASP que se ligacomplexo de proteinas
Arp2/3 para a formacéo de filamento de actina &rple um nucleo preexistente formado por
trés mondmeros de actina globular (66). Quandoegrouso, a WASP apresenta seu dominio
VCA ligado ao dominio GBD ocultando o sitio de §§a a Arp2/3 e, dessa forma, mantendo
a proteina em uma conformacao auto-inibitoria,béstada pela ligacdo com a proteina WIP
ao dominio EVH1 (5,53).

A atividade de WASP pode ser regulada pela ligagaiGdc42-GTP (do inglé§ell
division control protein 42 homolog - Guanidine ghiosphate ao dominio GBD. Essa
ligagdo, junto a fosforilacdo de tirosina 291, d¢@a de PIP (do inglés,
phophatidylinositol(4,5)-biphosphata regido BR, ligagdo de TOCA1 (do ingl&ésansducer
of CDC42- dependente actin assemblya® PPP e CdC42-GTP, assim como a ligacéo de
moléculas adaptadoras, como NcK eGrb2 ao PPP, inch& mudanca conformacional de
WASP e estabiliza sua configuracdo ativa, aumeotandtividade de Arp2/3 através da
liberacdo do dominio VCA em decorréncia do rompitmeto nucleo hidrofébico (9,53,67),
figura 2. A associagdo de multiplas proteinas awsidios de WASP, incluindo a ligagéo de
proteinas adaptadoras que possuem o dominio SH8 blaik ou CrKL, a WIP promove o

recrutamento de WASP para o sitio de ativacao 95,6
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Figura 2. Representacdo esquematica de WASP na corhacdo inativa e ativa. A molécula
WASP, com 502 aminoacidos, é encontrada em sua faanmnativa no citoplasma celular numa
conformacédo fechada, apresentando o dominio VCA, raivés de sua regido hidrofébica central,
ligado ao dominio GBD. A ativacdo de WASP ocorre evés da ligacdo de PIP2 ao dominio BR,
Cdc42-GTP ao dominio GBD, seguido de fosforilacacedirosina na posi¢do 291 (Y291), ligacao
de Toca-1 e de moléculas adaptadoras a regidao PR®,dominio VCA é liberado levando a

ramificacdo e alongamento dos filamentos de actir@or Arp2/3. Massaad et al., 2013.

4.4. WASP nas células imunes

Mutacbes em WASP levam a defeitos celulares quétaes no mau funcionamento
da imunidade inata e adquirida, como migracdo delast ativacdo e diferenciacdo de
linfécitos, secrecdo de citocinas, citotoxicidaggular, apoptose regulada, depuracdo das
células apoptoticas e desregulacdo da interacélaaglula, figura 3 (9,53,65).

Todas as linhagens derivadas de CTH s&o funciomédnmenormais em pacientes
WAS, incluindo linfdcitos, plaquetas, neutréfiloscélulas dendriticas (32). Em relagdo aos

linfécitos T, pacientes WAS apresentam um numedlaziglo dessas células na circulagcédo que
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diminui gradativamente devido ao aumento da taxaapEptose (9,65). Além disso, o0s
linfécitos T exibem uma morfologia anormal com re@ln de microvilos em sua superficie,
afetando sua fungdo migratoria normal ou seu edadativacdo celular (65,68). A ativacao
de linfécitos T requer uma estavel interacdo cohlalze apresentadoras de antigenos (APC,
do inglésAntigen-presenting celg9). A interface entre os linfécitos T e as ARCshamada
de sinapse imunoldgica (Sl), composta por uma tes&ruica em filamentos de actina e
moléculas sinalizadoras que regula a integrac&sirag de receptores de células T (TCR, do
inglésT cells receptorse a subsequente ativacdo dos linfocitos T (69).

Recentemente, foi mostrada a funcdo de WASP naagiu transcricional de
células T e células mieldides (70,71). Durante fareinciacdo de linfocitos T auxiliares
(CD4"), WASP promove o aumento da expressdo do g@&x21 direcionando as células a
uma via de diferenciacdo para Thl. Em linfocito® ASP-deficientes, essa diferenciagédo é
desregulada, resultando em um desequilibrio emtrpoaulacbes CD4Thl e Th2, o que
poderia explicar a susceptibilidade dos pacientdsSVe infeccdes viral e doengas atopicas
(53).

Células Treg e linfocitos B podem contribuir comfedgntes manifestacdes
autoimunes observadas em pacientes WAS (9,58).€Rdas T reg sao responsaveis pela
supressdo da resposta imune e manutencdo da hasi@oshunologica e, embora seu
desenvolvimento seja normal em pacientes WAS, estud vitro mostraram que essas
células apresentam uma incapacidade na supresséddogeos T efetores e na producéo de
interferon-gama (IFNY (9,72). Além disso, em camundongos WASRs células T reg
apresentam falha na supressao da proliferacamfdeitos B e inducdo de apoptose devido a
uma diminuicdo na secrecdo de granzima B (9). @fécitos B com auséncia de WASP

apresentam defeito no citoesqueleto de actinapri@auzem filopodios, possuem motilidade
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reduzida, apresentam menor capacidade de espalttamagregam menos do que células B

normais, além de apresentarem uma producéo eleeaalato-anticorpos (9).

As células NK (do inglésiatural killer) sdo importantes componentes do sistema
imune inato, que atua na eliminacdo de célulactadias por virus, de parasitos e células
malignas (73). Essas células sdo predominantenegictentradas no sangue, mas ao serem
estimuladas, podem migrar rapidamente para oisftamatorio onde matam as células alvo
e liberam citocinas para estimular ainda mais pasta imunolégica (74). Auséncia de WAS
em células NK afeta sua atividade citotoxica, a@sada reducdo de sua capacidade de se ligar
a células alvo durante a sinapse imunologica &ga diminuicdo da capacidade das células
NK em realizar a lise das células alvo pode estantribuindo ao desenvolvimento de
malignidade observada em pacientes WAS (9,65).

Estudos mostram que plagquetas em pacientes WASugrasforma e estrutura
irregulares, auséncia de filopddios, diminuicadildenentos de actina, poucos granuéosm
seu citoplasma e sdo metabolicamente menos atwascapacidade reduzida de agregacéo
(75,76). Apesar do numero de megacariécitos na laetksea de pacientes WAS ser de
normal a aumentado e sua capacidade de produzplgaetas e plaquetas ndo ser muito
afetada, os niveis baixos de plaguetas observadogaeientes WAS, pode ser justificado
pelo fato de as plaquetas possuem uma taxa auraemieadepuracdo na corrente sanguinea,
que pode dever-se ao fato de possuirem forma etwestranormais, resultando em sua
fagocitose por macrofago presentes no baco (77,78).

Os mondcitos e macréfagos de pacientes WAS apegsemtenos filopddios, um
sério defeito na formacdo de podossomos e pold@adzeelular, além de falha na migracéo
para um gradiente de quimiocinas, apesar de tereanquantidade normal de receptores de
quimiocinas (79,80). Essa falha na migracao dirediodle macréfagos com WASP ausente,

ocorre devido a instabilidade dos filopddios emizaa retracdo rapida (81). Dessa forma,
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falha no rearranjo do citoesqueleto mediado por WAs®ja por sua auséncia ou dissociagéo
de WIP, induz uma falha na migracdo de mondcitogmerofagos para o tecido infectado ou
inflamado, assim como, na ligacao e fagocitosentigenos (9).

Os neutrdfilos de paciente WAS apresentam incapeeidle adeséo, levando a uma
falha no rearranjo de suas integrinas de superigeopagacdo. Essas células também néo
conseguem polimerizar a actina e realizar migragaanalmentein vitro e in Vvivo,
desgranular apds a estimulagéo, e possuem umdaativireduzida da exploséo respiratoria
(9). Além disso, em neutrofilos que apresentamratis&le WASP, a sinalizacao e ligacdo de
integrinas leucocitérias sdo severamente diminui@gdo a localizagdo aberrante de
integrinasp2 (82).

Em relacdo as células dendridicas, estudos ténradostma distribuicdo anormal
de filamentos de actina e, consequentemente, posjuia formacdo de lamelipodios e
filopodios, incluindo ainda, reducdo da mobilidade vitro, possivelmente devido a
diminuicdo no recrutamento de Cdc42 (83,84). Aléssal as células dendriticas de pacientes
WAS apresentam capacidade reduzida para a indue&eatecdo de interferon por células

mononucleares de sangue periférico (9,85).
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Figura 3. Efeitos da auséncia de WASP em multiplainhagens hematopoéticas. WASP é
requerida para multiplas fungbes das células hemapméticas e sua auséncia resulta em
desregulacao global do sistema imune, com manifegfees como, auto-imunidade, anormalidade
estrutural das células, susceptibilidade & malignalle e aumento da destruigédo de plaquetas com

tendéncia a sangramento. Esquema adaptado de Bluribe cols., 2010.

4.5. Transplante de células tronco e progenitoras hemapométicas

Na década de 60, o transplante alogénico de CTRte@mu a ser utilizado para o
tratamento de IDP graves e, atualmente, contimu@ose tratamento de escolha (34).

Em 1978, foram realizados, em dois pacientes, imsepos transplantes de CTPH
para tratamento WAS, resultando em cura imunologiteematologica (86). Atualmente, o
transplante de CTPH de doador saudavel continudoseninico tratamento curativo para
pacientes WAS, sendo indicado a todos os pacientmsWAS classica e XLT que possuem
doador relacionado (32).

Vérios fatores podem influenciar o sucesso do planse, como a compatibilidade

HLA entre doador e receptor; tipo de doador (rela&dovs néo-relacionado); idade do
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paciente; desenvolvimento de doenca do enxertogatwispedeiro (DECH) e estado clinico
do paciente (87-89).

A literatura mostra que a taxa de sobrevida, parssplante, € maior em pacientes
com idade menor que 5 anos, alcancando uma soaréeidté 87% em pacientes com doador
relacionado e compativel, e 71% com doador ndaicelado; além disso, pacientes com
doadores néao-relacionados apresentam maiores chpacg o desenvolvimento de DECH
aguda, comparado aos pacientes com doador reldoidBda).

Moratto e colaboradores, 2011, mostraram que p@seWAS com pontuacao
clinica < 3 apresentam melhor sobrevida e sigrifiamente menores complicacdes pos-
transplante quando comparados ao de pontuagaocodengior, embora ndo tenha ocorrido
diferenca entre pacientes com pontuacéo de 3-4di@emjcom pontuacéo 5 (89). Outro fator
importante associado ao sucesso do transplantd @kl ara a WAS é o cuidado na escolha
do regime de condicionamento. Apesar de dados aatiygzs publicados até o momento
para condicionamento mieloablativo e intensidadiuzigla serem contraditérios (89,90).
Varios estudos tém mostrado um enxerto completaré&veél utilizando um condicionamento

de intensidade reduzida tanto com doadores relagascomo nao-relacionados (91-93).

4.6. Terapia génica

Na década de 60, pesquisadores evidenciaram quiusspossuiam propriedades
que os tornavam Uteis na entrega de genes em<dkiiateresse, levando a uma publicacéo,
em 1966 por Edward Tatum, em que demonstrava aceiclos virus a serem utilizados na
genética das ceélulas somaticas e, possivelmentejerapia génica (94,95). Com o

estabelecimento da tecnologia do DNA recombingmissibilitando a substituicdo do gene
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causador da patologia viral por gene terapéutmiopdssivel a realizacdo da primeira prova
de conceito de transferéncia de genes mediadaier (@6).

Em 1980, Mercola e colaboradores mostraram quéaséitonco de medula éssea de
camundongos modificadas geneticamente atravésudsféréncia de genes, eram capazes de
recuperar a medula O6ssea desses animais (33). rEsgtado encorajou a utilizacédo
terapéutica em humanos de células modificadasiganetnte. Com isso, no inicio da década
de 90, acreditando que a correcdo genética de Cambloga poderia fornecer uma
alternativa segura para aqueles pacientes cujataggbudessem ser obtidas, os primeiros
ensaios clinicos de terapia génica para IDP inidom o uso do vetor gama-retrovirus
derivado de murino para a transferéncia do gengacrentes com SCID. No entanto, os
beneficios clinicos vieram acompanhados de séaamplicacbes derivadas do vetor gama-
retrovirus, levando a uma evolug&o do protocoluici seguido por progresso biotecnolégico
resultando em melhorias na capacidade de introgenes em CTPH (97-99).

Apés ser demonstrada, em modelos animais, a eicdcviabilidade da terapia
génica para o tratamento de WAS, foi realizadoimagiro ensaio clinico no qual 10 pacientes
foram selecionados e tratados com terapia génitiaanto o vetory-retrovirus para a
transducdo do gene corrigido da WASP em CTPH aniog&18). Desses pacientes, 9
apresentaram melhora imunolégica, com recuperagha@éiulas T, NK e plaquetas, e
consequente eliminacdo das complicacbes associada#/AS, incluindo infeccbes,
sangramento e autoimunidade (20). No entanto, 7em@s demonstraram ativacdo de
oncogenes com subsequente desenvolvimento de leuasmcélulas T e um paciente
desenvolveu sindrome mielodisplasica seguida deefeia mieldide aguda (20). Dessa
forma, visando a eficacia e seguranca do uso de HCHRtogénica modificadas

geneticamente, estudos comecaram a focar na gébzdo vetor lentiviral (17,30).
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Aiuti e colaboradores (2013) mostraram resultadosréls pacientes WAS tratados
com terapia génica utilizando vetor lentiviral. £l@bservaram um enxerto duravel e estavel
de CTPH geneticamente corrigida ha medula 6sseaatisntes e estabilizacdo das funcdes
da WASP com eliminagdo dos sintomas clinicos de WA&pesar das inser¢des aleatérias da
sequéncia corrigida no genoma das CTPH, num peded20 a 32 meses apds a correcao

génica, nao foi observado expansao clonal nessesnpas (17).

4.7. Sistema CRISPR/Cas

Considerando os avancos na terapia génica com odes€TPH autogénica
modificadas geneticamente, o sistema CRISPR/Cagustgcentemente, entre 2012-2013,
como uma ferramenta de edicdo génica de alta preciapaz de realizar a quebra da fita
dupla de DNA de maneira sequéncia-especifica enfasétile mamiferos (25,100).

O sistema CRISPR em que se utiliza a nucleasse @iga8a por uma molécula de
RNA, composta de 100 nucleotideos unicos, é coraidecomo sistema CRISPR do tipo II,
sendo o mais estudado atualmente. A Cas9 possuisitms cataliticos, RuvC e HNH, que
sao ativados apds o reconhecimento da sequéncia &Adgiao alvo (29). bcusalvo, ao
ser clivado pela Cas9, sofre uma das duas priscipas de reparo de DNA: a recombinacao
nao-homologa (NHEJ, do inglé®onhomologous end joilhgu a recombinacdo homoéloga
(HDR, do ingléshomology-directed repair(29). Na auséncia de uma sequéncia doadora
corrigida, as fitas de DNA séao re-ligadas atraveésid NHEJ, que pode levar a mutacdes em
forma de insercdo/delecao (indel), podendo esseamwno ser aproveitado para mediar a
inativacao de genes especificos (29,101). Na pcasé® uma sequéncia doadora corrigida, a
via HDR, que ocorre em menor frequéncia que a NHit#le ser alavancada para a

modificacdo ddocusalvo (29).
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O sistema CRISPR/Cas9, devido a simplicidade eocwstmparando com outras
plataformas de edi¢cdo génica, ja tem sido bastatiigado como uma ferramenta de
pesquisa, sendo atualmente sua aplicagdo dire@oadoiotecnologia e medicina, para o
tratamento de desordens genéticas, no que dizitewspsalde humana (102). Dessa forma, a
aplicacdo de CRISPR/Cas9 pode ser dividida em ognapos: 1) modificacdo gendmica
mediada Cas9 inata; 2) modificacdo gendmica medi@ds9 mutada; 3) ativacdo ou
inativagdo de controle transcricional mediada pasd; 4) modificagcdo do genoma de alto
rendimento e silenciamento e 5) separacdo de cé@ntas gendmicas utilizando Cas9 com
sitios cataliticos inativos unidos a um marcadoB8)1

Estudos em células ou animais tém mostrado qustensa CRISPR/Cas representa
um avanco significativo na terapia génica porquenalestraram a capacidade de ser
administradoin vivo por métodos que sao potencialmente traduziveia pao humano
(25,49,104). Entretanto, considerando o uso clina@mmo aplicacéo final, pesquisadores tém
focado em ultrapassar obstaculos ainda existentesp efeitos fora do alvooff-targed,
eficacia e desenvolvimento de métodosivo de entrega do gene corrigido, eficacia da HDR,
potencial imunogénico do veiculo de entrega e édpde das células editadas (105).

Diferentes protocolos tém sido desenvolvidos patataccao de efeitadf-targetda
nucleasse Cas9 no genoma de células (106-111). remikioda seja necessaria a
padronizacdo dos métodos de otimizacdo, essescplado para identificacdo de potenciais
sitiosoff-target associados a ferramentas computacionais utikzpdea desenhar RNA guia,
sdo capazes de predizer a eficacia do sistema GRTSR (111). Para aumentar a eficacia de
edicdo via HDR, Yu e colaboradores, em 2015, m@stragque pequenas moléculas, como
brefeldina A e L755507, sdo capazes de modularivadade do sistema CRISPR/cas,
aumentando efetivamente a atividade de reparo & Ha presenca de uma sequéncia

doadora (112).
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Em outubro de 2016, um grupo chinés, liderado pmeioologista Lu You da
Universidade de Sichuan em Chengdu, China, reatizpameiro ensaio clinico utilizando o
sistema CRISPR/Cas para o tratamento de canceulohéi agressivo através de injecao de
células editadas. Os pesquisadores coletaram sélmanes do sangue do paciente e
silenciaram, utilizando o sistema CRISPR/Cas9, meggue codifica a proteina PD-1, que
normalmente bloqueia a resposta imune favorecenulolderacdo de células cancerigenas.
Apos o cultivo das células editadas, aumentandongenero, as células foram injetadas de
volta no paciente, com a esperanca de que com én@asda proteina PD-1, as células
editadas pudessem atacar as células cancerigendiz fue o tratamento correu bem, e que
0 participante deverd receber uma segunda injegdcétilas editadas, no entanto, por

guestbes de confidencialidade do paciente, nguoksivel dar maiores detalhes (113).

5. MATERIAIS E METODO

Os meétodos foram realizados no Laboratério de Skenplexidade do IFF e no
Laboratério do Programa de Carcinogénese MoleadaCentro de Pesquisa do Instituto

Nacional de Cancer (INCA).

5.1 Amostra

Para a avaliacdo da eficdcia do sistema CRISPR/fOemn utilizadas células
mononucleadas de sangue periférico (PBMC, do inggéipheral blood mononuclear célls
humano de doador saudavel e linhagens humanas, @ateaim de embrido humano (HEK
293) e de linfécitos T derivados de leucemia/lindonte células T do adulto (Jurkat). As

CTPH CD34 de sangue de corddo umbilical e placentario (SCldR)m utilizadas para
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avaliacdo da capacidade dessas células em incorpatarial genético exégeno por método

nao-viral (eletroporagédo), mantendo sua capacipgealéerativa.

5.2 Cultivo celular

As células HEK 293 foram cultivadas em meio DMEMilliecco’s Modified Eagle
Medium, Gibc&), as PBMC e Jurkat foram cultivadas em meio RPBHOL(Roswell Park
Memorial Institute, Gibc®), ambos suplementados com 10% de soro fetal banativado,
L-glutamina (2mM) e antibiéticos penicilina (100rl) e estreptomicina (100pg/mL). As
CTPH CD34 obtidas de sangue de corddo umbilical, foram apetadas logo apds o
protocolo de purificacdo. ApOs a eletroporacao,cékilas foram plagueadas em duas
concentragdes diferentes, 5 ¢ B2 x 10 células por poco. As células foram concentradas
em 300 pL de meio IMDM (Iscove's Modified DulbeccMediunf) e adicionadas em uma
concentracéo de 1,1X em meio de cultura Meth8dd#034 (Stem Cell Technologies Inc.,
Vancouver, BC, Canada), entdo sedimentadas empdgss de uma placa de 6 pocgos, 1,1
mL/poco para cada ensaio. Todas as células emraziutiram mantidas em uma atmosfera
contendo 5% de CO2 a 37°C e com saturacdo de uenidad

As PBMCs em cultura foram estimuladas, 24 horas a@nsfeccdo, com beads de
ativacéo de linfécitos T humano CD3/CD28 (Gibdanybead$) e mantidas em cultura com

meio acrescido de IL-2 (30 U/mL) para expansaardéditos T.

5.3 Cultura primaria

5.3.1 PBMC
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As PBMCs foram obtidas a partir de lavagem comcsmuampéo (PBS, do inglés
Phosphate Buffer Solution), pH 7,2, de filtro, 2drds ap6s coleta de sangue de doador
saudavel proveniente do Banco de Sangue do INCAsAavagem do filtro com solugéo
tamponada, as células mononucleadas em suspemd@imdas em tubo de 50 mL, foram
separadas por gradiente de densidade Ficoll-HySatig7, ap6s centrifugacéo de 890 G por
20 minutos. A camada correspondente as células micteadas fora coletada com auxilio de
pipeta pauster e transferida para um tubo de 15seguido de trés lavagens com PBS e

contagem do namero de células para uso em tradsfecc

5.3.2 CTPH CD34

5.3.2.1. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo e exclusdo no que dizeitssga captacdo e triagem de
gestantes para coleta de SCUP utilizadas de baacsadgue de corddao umbilical e
placentario do INCA (BSCUP/INCA) estdo de acordancos estabelecidos por normas
regulamentadoras e Orgaos acreditadores. E no gueespeito ao processamento para
reducdo de volume das unidades de SCUP coletad#efinddo pelo BSCUP que estardo
qualificadas as unidades que tiverem numero ddaséhucleadas totais (CNT) igual ou
superior & 1,5 x 0 Assim, no presente projeto, utilizamos como datéle inclusdo as
bolsas desqualificadas pelo BSCUP por baixa cdéliside, ou seja, as unidades de SCUP que
apresentarem CNT inferior a 1,5 x°16 como critério de exclusdo, foram utilizados os
mesmos estabelecidos pelo BSCUP, que séo: bolsa giné-processamento; bolsa rompida
na selagem ou na centrifugacao; transporte inadeggiaempo entre coleta e processamento

superior a 48 horas.
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5.3.2.2. Coleta de SCUP

A coleta de SCUP foi realizada pela equipe de erdgem do BSCUP, quando em
maternidades conveniadas (Hospital Naval MarcilimsP Hospital Maternidade Maria
Amélia Buarque de Hollanda, Maternidade escola UERdJospital Maternidade Carmela
Dutra) ou por obstetra responsavel pelo parto quaml maternidades n&do-conveniadas. A
coleta do SCUP foi realizada extra-utero, logo apgerto, através do efeito da gravidade,
sendo o SCUP transferido para uma bolsa estériendn 30 ml da solucédo anticoagulante
CPDAL1. A unidade de SCUP coletada foi mantida a temgperatura de 4°C até a realizacao

do processamento, ndo ultrapassando o periodo makam8h apds a coleta.

5.3.2.3. Processamento

O protocolo de processamento utilizado no BSCURd¥gmizado para a rotina do
Centro de Transplante de Medula Ossea do INCA.d@gssamento das unidades de SCUP
consistira em reducdo do volume através da eliimag plasma e hemacias realizado por

sistema automatizado SEPAR Biosafe, Eysins Switzeland).

5.3.2.4. Purificacao de CTPH

As CTPH foram purificadas, por selecdo positivacétulas CD34, a partir de
concentrado de células mononucleadas de SCUP asofgabs etapa de reducdo de volume,
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabrica@temn Cell Technologies Inc., Vancouver,
Canada. O protocolo de purificacdo de CTPH se delR estapas. A primeira, através da

utilizacdo do kit RosetteSep para enriqueciment® @aPH em gradiente de densidade,
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seguido de um kit de purificacdo em tubos de 15enthagneto para isolamento de células

positivas para o marcador CD34.

5.4 Desenhos da sequéncia doado@FP/WAS e RNAg

Os desenhos tanto da sequéncia de modificacdoagésgociada ao gene reporter
GFP (GFP-WAS, como dos RNAg foram realizados segundo algooindescritos em
http://www.genome-engeneering.otdtilizando ferramentas computacionais como DN® 2.
e ZhangLab, foram demonstrados 100% de homologisedaéncia desenhada com o gene
WAS

A sequéncia doadora foi desenvolvida a partir deAmplementar (cDNA) do
gene WAS fusionado a GFP, com regides flanqueadoras 3’ €b&cos de homologia)
contendo aproximadamente 800 pares de bases fhuass apresentam homologia para o
geneWAS Na sequéncia doadora, foi realizado otimizacaaa@hions, sem alteracbes de
aminoacidos, na regidao de possivel reconhecimeslim RNAg para que ndo ocorresse a
clivagem do DNA n&o gendmico pela Cas9.

Como na sindrome de WAS a mutacdo pode ocorreruatguer um dos 12 exons
do gené/NAS a regido determinada para insercédo da sequéoaibpch precisaria ser antes do
inicio do exon 1. A clivagem da fita dupla de DN&lgendonuclease Cas9 ativa na célula a
via HDR, levando ao reconhecimento dos bracos deolugia da sequéncia doaddsé P-
WAS sendo o braco de homologia 5’ se anelando aaewia codificante (UTR, do inglés
Untranslated regiope o braco 3’ se anelando por todo o exon 1 eemrtexon 2 do gene
WAS Logo ap6s o anelamento dos bracos de homologier@/NVAS a sequénci&FP/WAS

formard uma estrutura em forma de alca. Além diss@dicionado a sequéncia doadora, a
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enzima de restricdo Xbal no inicio e ao final dgu&acia correspondente a GFP, para

retirada opcional deste como ilustrado na figueadétalhado no apéndice |.

Start (0) ¥bal (802) Xbal (1533) End (3892)

10007 20007 30007

3
[ Brago de homologa GFP P WaS B braco de homologa

5/

Figura 4. Sequéncia doadoraGFP/WAS. A sequéncia doadora possui um tamanho de 3892 pb
239 aminoécidos, sendo composta de: um braco de halogia 5° com 800 pb, seguido do gene
repérter GFP adicionado da enzima de restricdo Xbal em suas e&tmidades, que antecede o
DNA complementar do geneWAS, composto apenas de seus exons, flanqueado ao bralg

homologia 3' com 827 pb.

A especificidade da endonuclease Cas9 é determpeldasequéncia guia contendo
20 nucleotideos (nt). No sistema CRISPR derivaddalaériaStreptococos pyogengs.
pyogenes como o utilizado no presente estudo, os 20-i gesenhados devem preceder
uma curta sequéncia determinada como motivo pnedgasior adjacente (PAM) composto
por 5’-NGG. Portanto, para o desenho da sequénitg fpram considerado$) o sitio alvo
no DNA gendmico, que para o presente estudo fereacde 20-30 pb do inicio do exon 1 do
geneWAS 2) 0 5’-NGG PAM para CasS. pyogenetSpCas9) &) a probabilidade de efeitos
off-target como o anelamento da sequéncia guia em locaispré&iostos no genoma da
célula. Assim, através das ferramentas computasiamdizadas, DNA 2.0 e ZhangLab,
foram obtidas duas sequéncias guias, ambas amrdent00% de homologia para a regiao
alvo e baixo score no algoritmo preditor de efeidfstarget Portanto, no estudo, foram
avaliados a eficacia na edicdo génica de cada umsasdquéncias guias desenhadas,

denominadas de RNAg 1 e RNAg 2, ilustrado na figura
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Seq Guiat PAM

RNAgQ 1 - & GCAAAAAACCACAAGGGACAAGG 3

Seq.Guia 2 PAM

RNAg?2- & CTIGTTTCCCTTIGTCCCTTIG TGG 3

Figura 5. Sequéncias guias. As ferramentas DNA 2.8 ZhangLab foram as que melhor
atenderam os requisitos necessarios, fornecendo dusequéncias de 20 nucleotideos associadas a

sequéncias PAM.

5.5 Plasmideos

A sequénciacGFP/WASfoi sintetizada e inserida no plasmideo pUC57-mpela
empresa GenScript (Piscataway, NJ, USA). Os pla=msidpX459 (pSpCas9(BB)-2A-Puro
v2.0, addgene) e pX458 (pSpCas9(BB)-2A-GFP, addgemnam utilizados para 0 processo
de clonagem das sequéncias de RNAg, previamenealiidos. Apos a etapa de anelamento
dos pares de oligonucleotideos, as sequéncias f@adas no sitio de clonagem em cada um
dos plasmideos, como o pX458 (contendo o gene agiéicaa GFP) e pX459 para o RNAg
validado, ambos utilizando a enzima de restricasl.BPara a insercdo d&P/WASem pUC

57-simples foi utilizado a enzima de restricdo E¢oR

5.6 Clonagem

Cada plasmideo, pX458 e pX459, foi inserido, sejzareente, em bactérias
competentes, E. coli TOP-10f por choque térmicwitfiogen Life Science) ou HDE),
atraves de processo de transformacao bacteriartzaddérias transformadas foram cultivadas

em placa contendo meio Luria Bertani (LB)-ampigikiagar por 16 horas em estufa a 37°
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onde foram formadas colénias cujas bactérias am@sem resisténcia, fornecida pelo
plasmideo, ao antibidtico ampicilina. Para a arngalifdo de uma pequena massa de DNA
plasmidial, as colbnias bacterianas isoladas faalecionadas da placa e crescidas em 5 mL
de meio LB liquido acrescido de ampicilina (2 pgjndurante 16 horas, sob agitacdo a 250
rom. Em seguida, com o objetivo de purificar o Dglasmidial, foi realizada uma mini-
preparacao plasmidial, seguindo protocolo estaloelepgelo kit llustra plasmidPrep Mini
Spin (GE Healthcare Life Science).

As etapas subsequentes consistiram em avaliar wersgig de nucleotideos que
compunham o DNA plasmidial para a confirmacdo dzsgmca da sequéncia de interesse,
RNAg, através da técnica de sequénciamento e, ap@snfirmacdo, foi realizada a
amplificagdo de uma grande quantidade de DNA pldisiiatravés do cultivo dessas
bactérias em 500 mL de meio Terrific Broth (TB)iidp acrescido de ampicilina (2 pg/mL)
durante 16 horas, sob agitacdo a 250 rpm, par® eetdrealizada a purificacdo de uma
grande quantidade de DNA plasmidial através de muapa-preparacao plasmidial, utilizando
protocolo estabelecido pelo kit de purificacdo miaal Maxi-Prep Quiagéh (Quiagen,
Hilden - Alemanha).

Do plasmideo pUC 57-simples recombinante contendsequéncia doadora
GFP/WASsintetizada, foi realizado o protocolo de maxigamracao plasmidial, utilizando kit

de purificacéo plasmidial Maxi-Prep Quiaden

5.7 Digestao enzimatica de DNA plasmidial

As digestdes foram realizadas, em geral, utilizalhgb de DNA (600 ng), 0,2L de
enzima de restricdo escolhida, 10ul/de tampao especifico para a enzima de restricao

escolhida e agua mili-Q para completar o volume gauL. A amostra foi incubada a 37 °C
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por um tempo minimo de 3 horas. Apos o periododebiacéo foi realizado eletroforese em

gel de agarose para analise da amostra digerida.

Tampdo (10X

Enzimas de restricio inradvadol Ohjetivo

EcoRlI CutSmart Digestdo do plasmideo pX459

EcoRV 3.1 Digestdo do plasmideo pX459

NdEI CutSmart Digestdo do plasmideo pX459

XBal Tango Digestdo do plasmideo pUCS57-simples

Tabela 1. Enzimas e respectivos tampdes utilizadoa digestao.

5.8 Reacdo em cadeia por polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia por polimerase convencionatef@izada com o objetivo de
amplificar uma determinada sequéncia de DNA, segma panalise qualitativa para
confirmacdo da clonagem, como para clonagem dodiamp em plasmideo especifico.
Todas as reacdes em cadeia por polimerase fordimadses em termociclador Veriti, Applied
Biosystems e confirmadas por eletroforese em gabdeose.

Para cada objetivo foram utilizados iniciadoresnfprs) especificos, como descritos

na tabela abaixo:
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Primer Sequencia (5' - 3" Objetivo
U6 - Senso GACTAATCATATGCTTACCGT  Amplificar plasmideo pX458 ou pX459
459 - Reverso TGGAAAGTCCCTATTGGCGT Amplificar sequéncia reverso complementar do

plastideo pX438 ou pX 4359
RENAg - Senso GAGATGGGCCCCAGAGAGTA  Amplificar regifio de edigio pela Cas®

RNAg - Reverso ACCAAGCATTTITCGTCCAAGC  Amplificar sequéncia reverso complementar da
regido de edigio pela Cas9

MI13 - Senso GTAAAACGACGGCCAGT Amplificar plasmidee CR2.1 TOPO

MI13 - Reverso CAGGAAACAGCTGTAAC Amplificar sequéncia reverso complementar do
plasmideo CR2.1 TOPO

GFP/WAS | - senso AAAAGTAATTTGGGAGCTGCGG  Amplificar extremidade &' da sequéncia
doadora GFP/WAS

GFP/WAS 1 - Reverso GTGCAGATGAACTTCAGGGTC  Amplificar sequéncia reverso complementar
extremidade 5' da sequencia doadora GFP/WFAS

GFP/WAS 2 - senso CTGACCTTGTCCCTTGTGGTT  Amplificar extremidade 3' da sequéncia
doadora GFP/WAS

GFP/WAS 2 - Reverso GGTTCAGGTACAAATACAGTGCTC Amplificar sequéncia reverso complementar
extremidade 3' da sequéncia doadora GFP/WFAS

Tabela 2. Sequéncia de pares de primers (senso &arso) para clonagem de RNAg, analise de

regido editada pela Cas9 e clonagem em vetor linezado.

Para cada objetivo da aplicacdo da técnica de R@Ritilizado um determinado

protocolo de ciclagem:

Protocolo 1Amplificacdo de sequéncia do plasmideo pX458 od59X
94 °C por 30 segundos (desnaturacdo)

58 °C por 30 segundos (anelamento i86x

72 °C por 30 segundos (extensao)

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado
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Protocolo 2Amplificacéo de regido editada pela Cas9
Desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 minuto

95 °C por 15 segundos (desnaturacéag)

60 °C por 30 segundos (anelamento) 130

72 °C por 1 minutos (extensao)

72 °C por 7 minutos (extenséao final)

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado

Protocolo 3Amplificar sequéncia do plasmideo CR2.1 TOPO
Desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minuto

94 °C por 15 segundos (desnaturacag)

56 °C por 30 segundos (anelamento) 136

72 °C por 1 minutos (extensao)

72 °C por 7 minutos (extenséao final)

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado

Protocolo 4Amplificar sequéncia doadofaFP/WASnserida no DNA gendémico
Desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minuto

94 °C por 15 segundos (desnaturacag)

55 °C por 30 segundos (anelamento) 130

72 °C por 1 minutos (extensao)

72 °C por 7 minutos (extenséao final)

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado
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5.9 Eletroporacao

Os plasmideos recombinantes foram transfectadoséhalsis através da técnica de
eletroporacédo, seguindo o protocolo descrito pac&fvam e colaboradores (114).

Para a avaliacdo da eficAcia da Cas9 em clivati® alvo, um total de 8 x £0
células HEK foram eletroporadas com 5 pg do plamp#é458 recombinante, contendo 5 g
de RNAg 1 ou RNAg 2. Para a transferéncia génic&GHE/WAS 5 pg dos plasmideos
recombinantes pX459 contendo RNAg previamente adbde pUC57 contendo a sequéncia
doadoraGFP/WASforam co-eletroporados em PBMC (1 X)16 Jurkat (1 x 19. As células
foram ressuspensas em 100 pL de solucdo tampdetdseracao especifica, 1S para HEK e
1SM para PBMC e Jurkat, pré-aquecida, desenvopdaChicaybam e colaboradores (30) e
colocadas em cubeta estéril (Mirus Biof&ciMadison, WI, EUA cat.: MIR 50121). A
eletroporacdo foi realizada através do sistema d®nkucleofector 1. Apés a
eletroporacéo, as células foram gentilmente ressisgs em 1 mL de meio DMEM ou RPMI

suplementado com 2 mM de L-Glutamina e 20% de fedab bovino (SFB).

5.10 Extracao e purificacdo de DNA

5.10.1 Extragéo e purificagao por kit

Para as amostras purificadas por citometria deofldevido ao pequeno nimero de
células (16-10"), o DNA foi extraido segundo protocolo do kit detracdo de DNA
gendmico AccuPrep (Bioneer).

Produtos de PCR foram purificados, seguindo prddoctn kit de purificacdo

PureLink® (Invitrogen, Life Technologies).
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5.10.2 Extracao por fenol/cloroférmio

Para um nimero de células maior qué, E)extracdo de DNA foi realizada por
fenol/cloroférmio. Assim, foi adicionado ao concewio de células 20QL de tampéao
troteinase K, RNAse A (&L) para remocdo de RNA, proteinase K (8) para a
desnaturacao protéica, seguindo, apés misturanperséao (5-10 vezes), incubacdo a 55 °C
por 3 horas ou overnight. Apés o periodo de incabadoi adicionado a mistura, 3QQ
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), misado gentilmente por inversdo (1-2
minutos), centrifugado a 10.000 rpm (microcentdfu§pinLab, modelo SL-5F) por 5
minutos. A fase superior aguosa, contendo o DNAieiouperado e transferido para um tubo
de coleta, repetindo a etapa de adicdo de fenadfélonio:alcool isoamilico, mistura e
centrifucdo. Novamente a fase superior aquosatuiperada e transferida para outro tubo de
coleta e, em seguida, foi adicionado 3d0 cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), sendo
misturado, centrifugado e coleta da fase supenaro na etapa anterior. Apds essas etapas
de limpeza, o DNA foi precipitado, em 1/10 do voluale amostra, com acetato de potassio
3M, pH 5,2 e 2,5 vezes do volume de amostra, canoétd5% gelado. A mistura foi
incubada no gelo por no minimo 20 minutos, cergefla a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C
sendo o sobrenadante descartado e, o concenaaddplcom 1 mL de etanol 70%.

Apos a retirada do etanol 70% por centrifugacad@Brpm por 10 minutos a 4°C,

a amostra foi deixada secar em temperatura ambierdgeprecipitado contendo o DNA, foi

ressuspenso em pll de agua Mili-Q.

5.11Clonagem de produto de PCR em vetor pCR2.1 TOPO
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Os produtos de PCR, do DNA extraido das células “Gpitificadas apds
transfecgcéo, foram clonados em vetor linearizaddR€C TOPO, segundo protocolo
estabelecido pelo fabricante Invitrogen (TOPO Ténelg Kit). Apds clonagem, as amostras
foram transformadas em bactérias E. coli TOP-16¥itfiogen Life Science) ou HDRS
competentes e cultivadas em placa contendo meiarmBicilina-agar por 16 horas em estufa

a 37° onde foram formadas col6nias que continhaegaéncia amplificada.

5.12 PCR de colbnia

O PCR de colbnias consistiu em uma reacao de P@Rddecolonia bacteriana, com
a finalidade de rastrear as colbnias que continhasequéncia de interesse para analise.
Portanto, apds o cultivo de bactérias transformaaasolonias foram retiradas das placas
com o auxilio de uma ponteira e colocadas em mibost de 2,0 mL contendo 2. de
resina quelante chelex 10% e incubadas a 95 °Cl@aninutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 12 rpm (microcentrifuga Spmlmodelo SL-5F) por 1 minuto, dessas
amostras, uL foram adicionados ao mix de reacdo de PCR e sédgyrara termociclador
com o protocolo 3 de ciclagem descrito anteriorment

Segue descricdo do mix de reacdo de PCR para wmeale 25uL por reacéo:

0,4uL de enzima Taq Platinum 5ul/
- 2,5uL tampé&o 10X

- 0,75uL MgCl, (50 mM)

—  0,5uL mistura de dNTP (25 mM)

—  0,5uL primer senso (1QL)

—  0,5uL primer reverso (1QL)

- 14,85uL de agua mili-Q estéril
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5.13Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado pela Plataforma dendlogica da FIOCRUZ
(RPTO1A - Sequenciamento de DNA — RJ - IOC) ou ladaforma de sequénciamento do

Instituto nacional de Cancer — Coordenacéao de Fsssgprograma de Genética.

5.13.1  Reacéo de sequenciamento

As amostras de DNA, previamente purificadas, fodistribuidas em placa de 96
pocos numa quantidade equivalente a 5-20 ng. Rdeamostra de DNA sequénciada, foram
adicionados 3,2 pmail de iniciadores (primers), LL de “BigDye” (deoxinucleotideos,
dideoxinucleotideos fluorescentes, enzima TAQ DNAinperase - Applied Biosystems), 2
puL de tampéo de diluicdo do “BigDye” (200 mM Tris-H@GH 9,0 e 5mM de cloreto de
magnésio - Applied Biosystems) e dgua millig tatido um volume final 106L por poco. A
placa foi coberta com adesivo ou a tampa de baraehAxygen (AxyMat), centrifugada
rapidamente (spin) a placa e seguiu para reacfoloeerase em cadeia com o protocolo de
ciclagem descrito abaixo:

Desnaturacéo inicial a 96 °C por 1 minuto

96 °C por 15 segundos (desnaturacjo)

55 °C por 15 segundos (anelamento icl0c

60 °C por 4 minutos (extensao)

Ao final, 4 °C por tempo indeterminado
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5.13.2 Precipitacdo da reacéo de sequenciamento

Apos a ciclagem da reacdo de sequénciamento e wev& lgentrifugacdo, as
amostras presentes na placa passaram por um pradegzrecipitacdo, que consistiu em:
adicionar 2,5uL de EDTA e 30uL de etanol 100%, mantendo em seguida, a placa em
repouso no freezer por 15 minutos sob abrigo daApbs centrifugacdo por 45 minutos a
1650 G a 4 °C, o sobrenadante foi descartado empado lavado com etanol 70% e, em
seguida, centrifugado por 15 minutos a 1650 G &4 Entdo, o etanol foi totalmente
removido por centrifugacdo, com a placa invertidapwiada em papel absorvente. O
precipitado foi incubado a 60 °C por 10 minutos abhbgo de luz.

Tao logo o término da precipitacdo, a placa cordeaslamostras foi encaminhada a

plataforma de sequénciamento.

5.14Purificacdo de células por citometria de fluxo

Apés eletroporacdo, para analise do DNA das célptsstivas para GFP, essas
foram purificadas por citometria de fluxo (FACS, dwlés Fluorescence-activated cell
sorting) utilizando o equipamento MoFlow ASTRIOS (Beckm@noulter), na Plataforma
Multiusuarios de Citometria de Fluxo da Fiocruz ouequipamento FACSAria (BD
Bioscience) na Plataforma de Citometria de Fluxo GEntro Nacional de Bioimagem
(CENABIO) da UFRJ.

A purificag@o das células foi realizada de manesgril no terceiro dia apds a

transfeccéo pelo método de eletroporacao.
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5.15Citometria de fluxo

O ensaio por citometria de fluxo foi realizado e#®do equipamento AcclirCe,
Accuri Cytometer ou Atturfe Applied Biosystems, na avaliacdo da expressaGile em
células transfectadas. Dessa forma, foi possi\attificar a eficiéncia de transferéncia génica

de GFP/WASpor recombinacdo homoéloga.
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6. RESULTADOS

6.1 Construcao e clonagem

6.1.1 Sequéncia doador&FP/WAS

A sequéncia doador&FP/WAS considerando os bracos de homologia, o gene
reporter GFP e 0 mini genWAS contém um tamanho de 3892 pb, foi sintetizad@serida
no sitio de clonagem do plasmideo pUC 57 utilizaadenzima de restricdo EcoRV, como

mostrado na figura 6.

Start (0) End

10007 20007 30007

N 5 Braco de homologla I L WES ; Braco de homologia 3' >

EcoRV {431)

puCcs7
2710 bp

Figura 6. Sequéncia doadoraGFP/WAS sintetizada. A insercdo da sequéncia doadora compde
foi realizada pelo sitio de clivagem presente no ggmideo pUC57 simples. O plasmideo pUC
simples é composto pelos gene de resiténcia a anipia (AmpR) e operon Lac Z (lacZw),

seguidos de seus promotores, assim como origem égplicacdo (ori) e sitio multiplo de clonagem
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(MCS) com iniciadores (primers) de sequéncias comanM13 senso e reverso — indicados pelas

setas violeta).

A presenca d&FP/WASho plasmideo foi avaliada por analise eletrofoeéém gel
de agarose 0,8% do DNA plasmidial digerido com ainea de restricdo Xbal. A analise
eletroforética mostrou a presenca de DNA com peslecular compativeis ao tamanho de
fragmentos esperados apds a digestdo indicandocesssu da técnica de recombinacéo
utilizada. Apos a digestdo do DNA plasmidial, forgerados 3 fragmentos, um de 731 pb,
um de 808 pb que, devido ao peso molecular apraomaédo foi possivel distinguir as

bandas, e outro fragmento de 5063 pb, como mostradigura 7.

PEPR,

12000 pb -

OO0k -

U P

PUCS?+GFP.OWAS
2 b

Figura 7. Digestdo enzimatica de DNA plasmidial remmbinante contendoGFP-WAS. (A) Apés a
ligacdo da sequéncia doadora completa, o DNA plastil foi digerido, utilizando a enzina de
restricdo Xbal gerando 3 fragmentos. (B) Na analiseletroforética em gel de agarose 0,8%, foi
possivel observar, uma banda Unica do plasmideo natigerido, duas bandas no plasmideo

digerido e no controle negativo, nenhuma banda féormada.
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6.1.2 Sistema CRISPR/Cas9

Na WAS, a mutacao pode ocorrer em qualquer um g@xdns do gen?/AS dessa
forma, a regido de edicdo génica se dara pelagelimada fita dupla de DNA através dos
sitios cataliticos da endonuclease Cas9, que s&nas apds o reconhecimento da sequéncia
PAM a regido alvo, nesse caso, a cerca de 20-3fbpbicio do exon 1, como mostrado na

figura 8.

Start (0) End (9379)
1 2 3456 7 8 9 10 11 12
[ 200 4000 6000 000"
. Gena WAS B utr
Rl S0 B Exon
e — W intron
Seq gia 2 PAM S —

/5 caccaaggggeccetggaggacttgttteccttgteccttgtogttttttgcatttectgttecott |3

J. gtggttccccggggacctectgaacaaagggaacagggaacaccaaaaaacqgtaaaggacaagggaa . §

PAM Seq. guia 1

Figura 8. Selecdo da regido alvo. Sequéncia guiarpaa clivavem do DNA pela Cas9 apresenta
homologia para regido que precede o inicio do exdh regido néo transcrita (UTR, do inglés

Untranslated Region) do gene WAS.

Para cada uma das sequéncias guias, os paregdeucleotideos correspondentes
aos 20 nt, foram anelados e ligados ao sitio deaglem no plasmideo pX458 ou pX459
atraves do reconhecimento das extremidades cogsivpsrcionado pela enzima de restricdo
Bbsl. Tanto o plasmideo pX458 como o pX459, alémmtesentarem os genes de resisténcia

aos antibidticos ampicilina e puromicina, tambémeapntam, seguido ao sitio de clonagem,
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0 gene que codifica a Cas9 e a sequéncia invaricardcRNA que compde o RNAg, cuja
transcricdo é proporcionada pelo promotor U6, fgur
Seq. guia

g caccgcottgttteccttgtecctty g

y_Cgaacaaagggaacagggaaccaaa .

lL:gagéo
Bbsl Bbsl
y

5 GGACGAAACATCGQGTCITCQaGAAGACC tgttttag 3

e AP | L. UL (- TP APt ] T i

e e B St .
LY CCTGCTTTGTGGCCCAGAAGCtCTTCTGgacaaaatc 5
r o

UG prowge,

R

p

N T]
AN Amgg |
"B,
Mo,
(-

Lt
o

&

Figura 9. Insercdo da sequéncia guia no vetor plasdial. Cada par de oligonucleotideos

correspondentes aos 20 nt das duas sequéncias gd@am anelados e entdo ligados ao sitio de
clonagem no plasmideo pX459 ou pX458 através de #amaento das extremidades coesivas
proporcionadas pela enzima de restricdo Bbsl.

As etapas subsequentes consistiram em confirmagsemca da sequéncia guia no

plasmideo. Uma reacdo de polimerase em cadeia (RGR)Rando iniciadores de transcri¢cao
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(primer) U6 e 459, foi realizada gerando amplicdes360 pb. As sequéncias de nucleotideos
desses amplicons foram analisadas pela técnic&gietisciamento para a confirmacgéo da
presenca da sequéncia guia previamente desenlweda,ncostra analise de eletroferograma
da figura 10. E, ap06s confirmacdo da clonagemiefaiizada a amplificacdo de uma grande

quantidade desse plasmideo hibrido através datédaimaxi-preparacao plasmidial.

pX458
Seq.Guia 1
GGG CAG G 6 e CAL GGG C 6 TC CAGGGEC

SIS /\___I ﬂ | ) mw ﬂ i A gl 5L YT
pX458

Seq. Guia 2
GCCCCTEBAGBACTTEGTTTCCCTTGTCCCTTETGETTTTTTEGCATTTCCTG
/\LWFJU«_M L34 _..LA._.____.;I..._.,J_J T J\L /\«_&_JE_._J_LH_.._;\_ =
pX459

Seq. Guia 1
G L G C C G G CT G

LoV

Figura 10. Eletroferograma. Analise das sequénciasle nucleotideos do DNA plasmidial,

VTR VA WAV V() Casil) o 6 6 Ao

confirmando a insercdo da sequéncia guia, correspdante ao RNAg 1 ou RNAg 2 no plasmideo

pX458 e a sequéncia correspondente ao RNAg 1 no gaideo pX459.
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6.2 Validacao funcional dos RNAg: transfeccédo e culturae células

HEK 293

A avaliacdo da eficacia da Cas9 guiada assegum@niabilidade dos resultados
obtidos na edicdo génica sitio-dirigida através imsercdo de uma sequéncia doadora
corrigida. Portanto, o plasmideo pX458, expressangene repérter GFP, contendo o RNAg
1 ou RNAg 2 foram transfectados por eletroporagéiccélulas HEK 293. As células HEK,
tem se consolidado em nosso grupo como a linhagerasdolha para ter boas taxas de
transfeccéo ou eletroporacéo e boa frequénciaidaaegénica.

Para avaliacdo da eficacia dos RNAg, as células B&Kforam eletroporadas nas
seguintes condi¢cfe&) pX458 contendo RNAg 12) contendo RNAg 23) pX458 vazio, nao
recombinante (&g) e 4) apenas HEK 293 (Mock). Apos a eletroporacéo, adastforam
mantidas em cultura e no terceiro dia apos a @letegdo (D+3) as células foram observadas
por microscopia de fluorescéncia para a verificat@@élulas positivas para GFP, figura 11,

para entdo ser realizado a purificacdo dessasaséllliorescentes (FACS) utilizando

citbmetro de fluxo.

400 pum

Figura 11. Andlise por microscopia de fluorescénci@EVOS) de células GFP. No terceiro dia
apos transfeccdo foi observado por microscopia ddubrescéncia, em aumento 10X, células

positivas para GFP transfectadas pelo plasmideo rembinante contendo RNAg 1 (A), pelo
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plasmideo recombinante contendo RNAg 2 (B) e peldagsmideo vazio (controle), ou seja, sem

RNAg (C).

Ap0s a purificacdo das células GF® DNA dessas células foi extraido e entdo
realizado PCR para amplificagdo da regido alvo ds9Quiada, gerando amplicons de 412
pb. Esses amplicons foram purificados e subclonadoglasmideo linearizado pER.1 -
TOPC através da ligacdo de adenosina (A) projetadaxtraneidade 3’ dos produtos de
PCR, a timina (T) completar presente no sitio deajem desse plasmideo, clonagem T-A.

Ap6s a subclonagem, o plasmideo JCR1 -TOP@ foi inserido em bactérias
competentes E. coli TOP-10f (invitrogen Life Sciepaas quais foram cultivadas em placa
contendo meio LB-ampicilina-agar por 16 horas etufasa 37°, e em seguida realizado PCR
das colbnias que apresentaram resisténcia ao @itibi Para o PCR, foram coletadas 20
colonias de cada RNAg e 15 coldnias controle (HE®X#58 vazio) e como resultado, foram
obtidas 15/20 col6nias contendo RNAg 1, 17/20 dekrcontendo o RNAg 2 e 11/15
colénias controle apresentando peso molecular dgehgarose 1%) compativeis com o
esperado, aproximadamente 600 pb, sendo 412 daoregi analise de clivagem da Cas9
guiada complementados de aproximadamente 100 ptadenextremidade amplificado pelo
primer M13 (senso e reverso).

Para a confirmacao da eficacia dos RNAg atravémdbse da presenca de mutacao
indel ocasionada pela clivagem da Cas9 no DNA gawde células HEK 293, foi realizado
sequénciamento dos amplicons obtidos apés PCR dé@sias. Os resultados obtidos
mostram que das 15 coldnias cujas células foramsfeatadas com RNAg 1, 93,3%
apresentaram mutacao indel; das 17 col6nias céjaks foram transfectadas com RNAg 2,
11,7% apresentaram mutacao indel, enquanto quedlémias controle ndo apresentaram

mutacdao indel, gréafico 1.
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Grafico 1. Frequéncia de mutacao indel. Das col6rsaanalisadas das células transfectadas com
cada um dos RNAg, o RNAg 1 apresentou frequéncia d#8,3% de mutacdo indel, o RNAg 2
apenas 11,7% e as células eletroporadas na auséndgequalquer RNAg (Mock) apresentou 0%

de mutacdo indel.

Da caracterizacdo das mutacdes observadas noakitioda Cas9 guiada, nossos
resultados mostraram que do RNAg 1, 14/15 coléapassentaram insercao e/ou delecédo de
nucleotideos, dessas 14 colbnias que apresentatdatdan em seu DNA, em 9 (64,3%)
coldnias a mutacdo ocorreu entre as 172 e 182 hasexjuéncia alvo; em 2 (14,3%) coldnias
a mutacdo ocorreu entre as 182 e 192 bases; 1)(Zpk¥sentou a mutacao entre as 152 e 162
bases; 1 (7,1%) apresentou a mutacdo entre as 182 bases e 1 (7,1%) apresentou a
mutacdo entre as 102 e 112 bases na sequéncid\al\ewaliacdo da eficacia do RNAg 2,
nossos resultados mostraram mutacdes do tipo delegé apenas 2 colbnias das 17
analisadas, sendo dessas 2 colb6nias, 1 (50%) afpese mutacdo entre as 152 e 162 bases, 1
(50%) apresentou a mutacéo entre as 142 e 152rmseguéncia alvo. Das colbnias controle,
pX458 com RNAg ausente, ndo foram observadas netiponde mutacdo na sequéncia de

DNA analisada, resultado sumarizado nos graficasR e C.
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Grafico 2. Alinhamentos para regido alvc (CrispRVariantsLite). O DNA das coldniasforam
alinhados para aregido alvo renumerando as variantescom respeito a um ponto zerc
tipicamente o local de tivagem pela Cas9, trés basescima de PAM. (A) RNAg 1; (B) RNAg 2;

(C) pX458 sem RNAg.

6.3 Transferéncia génica deGFP/WAS

Para a quantificacdo transferéncia génica por recombinacdo homolcélulas de
origemndo hematopoética como a HEK 293 e de orihematopoétici como as PBMCs e
Jurkat, foram editadas com o sistema CRISPR/Cas&ando o RNAg 1 previamee
validado, na presenca da sencia doador&FP/WAS

A primeira etapa do ensaio de transferé génica foi avaliara integridade do
plasmideo pX45%ecombinante, contensequéncia guia 1. Para tali fealizado digestdo do
DNA plasmidial comas seguinte enzimas de restricd&coRI que formam dois fragment
com tamanhos de 668 e 850 pb; EcoRV formando um fragmento de 9 pb; Ndel

formando dois fragmentos de < pb e 875%b; e EcoRI em conjunto com Ndel formar
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quatro fragmentos de 669 pb, 416 pb, 4905 pb e pB1Bnalises por migracéo eletroforética
em gel de agarose 0,8% mostraram bandas correspgesd®s tamanhos esperados, como

observado na figura 12.

- 12000 pb

-5000 ph

Figura 12. Digestdo enzimatica pX459 recombinanteEtletroforese em gel de agarose 0,8%
mostrando bandas correspondentes aos fragmentos B&A do plasmideo pX459 recombinantes

contendo RNAg 1 digerido com enzimas de restri¢ao.

Para avaliar a transferéncia génicaGieP/WAS foram realizados 3 ensaios em que
as células HEK 293 foram eletroporadas nas seguattiedicdesl) pX458 contendo RNAg
1; 2) pX458 vazio (ndo recombinant®) co-transfeccao: pX458 contendo RNAg 1 + doador
GFP/WASe 4) apenas células (Mock). No terceiro dia apds aagletacado (D+3), foi
verificado, por citometria de fluxo, o percentual células positivas para GFP, apresentando
uma mediana de 12,8% (12,0-12,8%) células ‘Géletroporadas com pX458 contendo
RNAg 1; 17,8% (6,4-17,8%) de células GFdfetroporadas com pX458 vazio e 13,7% (12,0-
13,7) de células GFReo-eletroporadas com pX458 contendo RNAg 1 + do&kP/WAS

detalhado na tabela 3.
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. : RMNAE +
Ensaio Mock BEMAg  pX458vazio
GFP/WAS
1 0,00% 12,00% B5,40% 13,70%
2 0,00% 18,90% 18,10% 30,60%
0,00% 12,80% 17.80% 12.00%
Mediana 0,00% 12,80% 17,80% 13,70%

Tabela 3. Analise por citometria de fluxo da expresio de GFP plasmidial, pX458, em células
HEK 293. Apos eletroporacéo, a expressdo de GFPi favaliada para confirmacgdo da insergéo

do plasmideo nas células HEK 293 submetidas a elgroracéo.

As células GFPforam purificadas por FACS sendo uma por¢do marsid cultura
e do restante das células purificadas foi extraibdNA para amplificacdo da regido de edicédo
pela Cas9 a fim de identificar a insercdo da semaédoadoraGFP/WAS nesse caso,

amplificando uma regido de 1046 pb como ilustraafigura 13.

A
412pb
RNAg Rev
Primer RNAg FW
Start l End
20007 40007 60007 8oo0!
Il Was gene :\>
RNAg
B
1046 pb
f 1
Start (0) Primer RNAg FW Primer RNAg Rev End

|
10007 - 20007 30007

| AEGEPL D I

Figura 13. Analise de insercdo deGFP/WAS. Na amplificagdo de células editadas apds co-
eletroporacdo de RNAg eGFP/WAS, a sequéncia de 412 pb indicara auséncia de ins&ocde
GFP/WAS (A), enquanto que a sequéncia de 1046 pb indicamaser¢cdo da sequéncia doadora

GFP/WAS (B).



65

Apés amplificacéo pela técnica de PCR do DNA dada® HEK293 purificadas, foi
possivel observar por eletroforese em gel de agdi@%, nos 3 ensaios realizados, tanto
bandas correspondentes a 412 pb como de 1046 pimestras co-eletroporadas com RNAg

e GFP/WAS mostrado na figura 14.

- 12000 pb

- 1000 pb

- 500 pb

Figura 14. Amplificacdo da regido de edicdo pela G8. Em analise de eletroforese em gel de
agarose 0,8% observamos a banda de 412 pb em amasteditadas apenas com a cas9 ou nao
editadas, como o pX458 vazio, indicard auséncia desercdo de GFP/WAS (A) e banda
compativel com a sequéncia de 1046 pb indicando anglificacdo da sequéncia doadora

GFP/WAS (B).

A caracterizacdo das sequéncias amplificadas falizesla pela técnica de
sequenciamento e, posterior comparacao por alinftangas sequéncias amplificadas com a
sequéncia doador&FP/WASdesenhada, utilizando a ferramenta ClustallW. Neostra
eletroporada apenas com o RNAg, foi observadagéeede nucleotideos entre as bases 17-
18 do RNAg. Na amostra cuja RNAg foi co-eletroparacom a sequéncia doadora
GFP/WAS as bandas de 412 pb e 1046 pb foram analisagasagamente assim, a banda de
412 pb apresentou um padrdo de mutacdo semelhguéadem que o RNAg foi utilizado

sozinho. Ja a banda de 1046 pb, a analise poaal@hto mostrou sequéncia correspondente
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ao gene GFP que compde a sequéncia doadora. Ndgdms1 mock e pX458 vazio, as
amostras analisadas ndo apresentaram altera¢c8egu@ncia nucleotidicas original.

Com o objetivo de confirmar se as sequéncias aicgui&s correspondiam ao doador
inserido no genoma da célula ou do plasmideo, o @l#células mantidas em cultura por
26 dias foi extraido para amplificar novamentegide de edicdo pela Cas9 a fim de verificar
a persisténcia da amplificagdo da sequéncia de 4946 que indicaria a efetiva insergcéo de
GFP/WASno DNA gendmico da célula. Em andlise por eletede em gel de agarose 0,8%,
foi observado auséncia da banda correspondentd (it pb, indicando que a sequéncia
amplificada no D+3 ap0s eletroporacdo correspoadis-P/WASinserida no plasmideo e,
como o DNA plasmidial tende a sofrer degradagaopbora com o resultado obtido, figura

15.

Oligos U6 senso
Oligos RNAg (senso e Rev) e pX459 Rev

Auséncia da banda
de 1 Kb

-500 pb

Figura 15. Amplificacdo da regido de edicdo pela GQ apds 26 dias de cultivo celular. Em
analise de eletroforese em gel de agore 0,8% obsmmos apenas a banda correspondentes a 412
pb em amostras editadas com a Cas9 incluindo as tansfectadas com GFP/WAS. Para

confirmacao da auséncia de DNA plasmidial na amosdranalisada, a analise mostra auséncia de
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banda na amostra aplificada com primers especificgsara amplificacdo do plasmideo utilizado

para insercdo da sequéncia doador@FP/WAS, U6 senso e pX459 reverso.

A quantificacdo da eficiéncia de transferéncia c¢genda sequéncia doadora
GFP/WASoi realizada por citometria de fluxo através damtificagcdo de expressdo de GFP
em células Jurkat e PBMC eletroporadas nas seguintedicbesi) pX459 contendo RNAg
1; 2) pX459 vazio (ndo recombinant®) co-transfeccao: pX459 contendo RNAg 1 + doador
GFP/WASe 4) apenas células (Mock). Apos a eletroporacao, lataséforam mantidas em
cultura com meios apropriados e 24 horas aposrapbeacdo, as PBMC foram tratadas com
beads de ativacdo de linfécitos T humano CD3/CD2%moporcdo de 1:1 e mantidas em
cultura com meio acrescido de IL-2 para expansadinfiécitos T. A partir do D+3 pés
eletroporagdo, passou a ser retirada uma aliquoteéllilas para a verificagdo de células
positivas para GFP, utilizando citometro de fluRoverificagdo da expressdo de GFP nas
células Jurkat e PBMC, foi acompanhada durante ia8 de cultivo. Os resultados, por
citometria de fluxo, mostraram uma baixa eficiénc#a transferéncia génica da sequéncia
doadoraGFP/WAS onde foi observada uma expressao de GFP de GGEB®BMC e 0,11%

em Jurkat apos eletroporacédo, mostrado na tabela 4.

i RMNAg +
Mock RMNA, X459 vazio
e P GFP/WAS
Jurkat 0,00% 0,00% 0,00% 0:11%
PEMC 0, 005 0,005 0, 00% 0,23%

Tabela 4. Andlise por citometria de fluxo da expresio de GFP proveniente da sequéncia
doadora, em células hematopoéticas Jurkat e PBMC.nk andlise por citometria de fluxo foi
observado 0,11% de células Jurkat expressando GFP(23% de células PBMC expressando

GFP, ambas apoés serem co-eletroporadas com RNAgesgéncia doadoraGFP/WAS.
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Para a confirmacédo da insercdo da sequéncia doadd&A gendmico das células
hematopoéticas foram realizadas amplificacbes d&ee Unicas de insercdo utilizando
primers, senso e reverso, especificos para o reconénto do DNA gendmico e sequéncia
doadora. Assim, foram utilizados dois pares de@rs, GFP/WASL e GFP/WAS2, sendo o
primeiro par composto por um primer senso homoélagoDNA gendmico e seu reverso
homologo a sequéncia doadora. JA no segundo parirder, o senso possui homologia a
regido de unido da extremidade 3' do cDNWAS com a extremidade 5 do brago de
homologia que compdem a sequéncia doadora e ormprawerso possui homologia ao DNA

gendmico, como ilustrado na figura 16.

Start GEP/WAS 2 FW GFRfWAS 2 Rev End

s0007 75000 10

&
=1
=]

Braco de homologia 5' Brago de homologia 3'

Figura 16. Insercdo da sequéncia doadoraGFP/WAS no DNA gendmico de células
hematopoéticas. Esquema representando edicdo do geWwAS com inser¢cdo da sequéncia
doadora, mostrando dois pares de primersGFP/WAS 1 e 2) que reconhecem regides especificas

de insercdo e amplificam regifes de 982 pb.

Apods os 18 dias de cultivo das células Jurkat e e8BMo DNA das células foi
extraido para amplificagdo do DNA gendmico, utitida os primerssFP/WASL1 e 2 para
confirmacdo da inser¢cédo da sequéncia doadora nastras co-eletroporadas com RNAg e
sequéncia doadof@FP/WAS Nossos resultados mostraram que tanto em céutiat como
em PBMCs ocorreu amplificagdo da sequéncia correkpde ao par de primers 2
(GFP/WAS?2) e possivel amplificacdo da sequéncia correspardao par de primer 1
(GFP/WAS1) em PBMCs, indicando a insercao da sequéncidodaano DNA gendmico,

figura 17.
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Figura 17. Amplificacdo da sequéncia de confirmagéale insercdo deGFP/WAS no DNA
genbmico de células hematopoéticas. Em andlise dketmforese em gel de agarose 0,8%
observamos, tanto em células Jurkat (A) como em PBGA (B), a banda correspondente aos 982
pb para os primers GFP/WAS 2 além de uma possivel amplificacdo em PBMC para @rimers

GFP/WAS 1 nas amostras co-eletroporadas com RNAgG&EFP/WAS.

6.4 Validacdo do método de transfeccdo de CTPH CD34 ensaio

funcional

Para a validacdo do processo de eletroporacdo ¢t ©D34 obtidas de SCUP, o
gene reporter GFP foi introduzido nas células seljuio método de eletroporacdo descrito
em um cassete de expressao génica integrativodmaseasistema transposons-transposase
como descrito por Chicaybam e colaboradores (14gicélulas foram entdo quantificadas e
funcionalmente avaliadas com ensaios de formacacolimias e a expressdo de GFP por
citometria de fluxo.

ApOs a purificacéo das células CD3# SCUP, no ensaio de CFU, as células foram

cultivadas por 3 semanas em meio metilcelulosecéfspe para esse tipo de célula, em
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seguida as col6nias foram identificadas e quaatfis, através do equipamento StemV{ion
(StemCell Technologies), afim de avaliar se as lagllapds sofrerem eletroporacéo,
continuavam capazes de formar col6nias. Foranzesids 3 ensaios de CFU, em duplicata,
sendo um ensaio com células nao-eletroporatasgtra ) e outros dois ensaios com células
eletroporadas, utilizando uma concentracdo celdir5x16 células CD324 purificadas
(amostra 2, e uma concentracdo de 2%1@lulas CD34 purificadas 4mostra 3, mostrado

na tabela 4. As analises mostraram que ao comparaglulas que sofreram processo de
eletroporacgdo para insercdo da sequéncia doadorasaelulas ndo-eletroporadas, 23% das
células daamostra 2foram capazes de formar colbnias, enquanto qumustra 3 18% das

células formaram col6nias.

CNT (10% CMN (10%) CD34+(10°) CFU (109

Fresco 1.7 114 - -
Pas-ficoll

Amostra 1 = 0.7 5 a4
Amostra 2 = 0.7 5 19.6
Amostra 3 = 0.7 20 15

Tabela 5. Dados de celularidade das amostrasA tabela mostra tanto o numero de ceélulas
nucleadas totais (CNT) como o numero de células momucleadas (CMN) da amostra a fresco. A
amostra foi submetida & separacéo de CMN por gradige de densidade (Ficoll-Hypaqu® 1077)

e a partir dessa populacdo de células, as célula®84 foram purificadas, sendo uma porgéo
ndo-eletroporada (amostra 1) e outra porgdo eletragrada para insercédo do gene repérter GFP

(amostras 2 e 3), entdo cultivadas para ensaio dé&-Q em diferentes concentracdes celulares.

Por meio da microscopia de fluorescéncia, foi pe$sivaliar a expresséo do gene
reporter GFP incorporado no genoma das célulascqugpunham col6nias formadas no

ensaio de CFU, figura 18.
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Figura 18. Quantificacdo e identificacdo de coldng@a As colbnias foram identificadas e
quantificadas pelo equipamento StemVisioh (A) e anélise da expresséo do gene repérter GFP,
por microscopia de fluorescéncia (B, C e D). A imagn B1 mostra uma colénia da linhagem
eritréide (BFU-E, burst-forming unit-erythroid) neg ativa para a expressdo de GFP, como
indicado na respectiva imagem de fluorescéncia B2rh verde). A imagem C1 mostra uma
colénia BFU-E que apresentou expressdo de GFP, m@sgto na imagem C2(em vermelho). E a
imagem D1, mostra uma colénia mista, composta delakas da linhagem eritroide, granuldcitica,
monocitica e megacariocitica (CFU-GEMM, colony-forrmg unit-granulocyte, erythroid,

macrophage, megakaryocyte), expressando GFP (em #zu

Em 3 semanas de cultura, do total de colonias sauEs pela microscopia de
fluorescéncia (N=39), observamos que 38,5% exmassad gene reporter GFP. Na
citometria de fluxo foi verificado o percentual ebgressao do gene repérter GFP nas células
pds-cultivo, ou seja, considerando um total de lagélumais diferenciadas. Assim, foi
observado que remostra 219,4% do total de células nucleadas expressargen® reporter
GFP enquanto que raanostra 3 houve expressao em 15,6% do total das céluldsaaas,

mostrado na figura 19.
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Figura 19. Quantificacdo de GFP, por Citometria defluxo, em células CD34+. Analise por
citometria de fluxo de células nucleadas totais, pécultivo. Os histogramas mostram o
percentual de células positivas para GFP. As célidaque ndo sofreram eletroporagdo (em
vermelho), indicando o limite de negatividade para&GFP e as que sofreram eletroporacdo (em
azul) apresentam aumento na positividade para GFPNa imagem A os dados obtidos pelo
software FlowJo mostra o nimero de células preserstena aquisicdo da amostra de células nédo
eletroporadas (28054 eventos) que foi superior aoimero de células eletroporadas (15897
eventos), e indica a positividade de GFP em 19,4%sl células eletroporadas. Da mesma forma,
a imagem B mostra um segundo poco analisado com nam de células ndo eletroporadas com
namero também superior (20948 eventos) aos da ammsteletroporada (13546 eventos),
associado a uma expressdo de GFP em 15,6% das @dukeletroporadas frente as néo

eletroporadas.
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7. DISCUSSAO

Uma das principais caracteristicas da edicdo gar@precisa baseada em métodos
nao-virais para a transferéncia de gene, comotensss CRISPR/Cas9, € que os promotores
endogenos, elementos regulatorios e acentuadodesnpser preservados para a expressao do
gene (115,116). A WAS é causada por mutacdoes ne\§y&§ que comprometem a funcao
ou a sintese de WASP (3). O gavdSpossui dois promotores, o proximal, localizadd3 k
acima do sitio de inicio da regido de codificac@odéstal, localizado 6 kb acima, ambos com
atividade hematopoética (46—48). Aléem disso, passelementos regulatorios capazes de
influenciar a expresséo do geWwSlocalizados a 40 kb e 250 kb da extremidade Yjelwe
(116). Dessa forma, o local escolhido para inser¢gdosequéncia doador@FP/WAS
desenhada tem potencial para garantir a preserdasgoromotores enddégenos.

A especificidade da endonuclease Cas9 é determpedaequéncia guia desenhada
composta de 20 nucleotideos, os quais compdem ogRBEndo a Unica exigéncia para a
selecéo do sitio alvo da Cas9 a presenca de urnérseg PAM precedendo a sequéncia guia,
que para a spCas9, utilizada no presente trabalhequerido uma sequéncia PAM 5-NGG
(29).

Vérios fatores podem influenciar a edicdo génicdiata HDR utilizando o sistema
CRISPR/Cas como o desenho da sequéncia que comBd&AQ e da sequéncia de DNA
doadora, além de sua configuracdo no que diz tespeitamanho de braco de homologia,
disponibilidade de sitios de reconhecimento daé&sca PAM proximo ao sitio de edicéo,
entrega, assim como as condi¢cdes de entrega de RNxglonuclease Cas9 (117). Nossos
resultados mostraram uma variabilidade na eficé&daiclivagem da fita dupla de DNA entre
0os RNAg desenhados, pois apesar das duas sequgn@asdesenhadas disponibilizarem

locais PAM na proximidade da edicao pretendida3@@b do inicio do exon 1, apenas uma
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das sequéncias guias, RNAg 1, apresentou altéérfia na localizagdo de um potencial

ponto de clivagem da fita dupla de DNA gendmicosd2eforma, considerando que ambos
RNAg desenhados, tenham sido submetidos as mesonaéc@es de entrega e Cas9 de
mesma origem, a predi¢cédo de clivagem deve serdemasia, pois Tycho e colaboradores, em
2016, revisaram meétodos para otimizar a espediilgdda edicdo gendmica utilizando o

sistema CRISPR/Cas9 e concluiram que apesar doga/aas estratégias de otimizagéo, a
acuracia de uma predic#osilico pode variar (111).

A literatura mostra que o padrdo de clivagem dé&Sp € conhecido por realizar
corte do tipo cego na fita dupla de DNA em torns @@ e 182 bases na sequéncia alvo, que
corresponde a aproximadamente o 3° pb 5 da seguéh&M (29,118,119). Nossos
resultados mostraram que o RNAg 1 foi eficaz neagiem sitio-dirigida, apresentando 93,3%
de células com mutacao indel no sitio alvo do g&#e§ onde 14/15 coldnias apresentaram
insercdo e/ou delecdo de nucleotideos e, dessasialque apresentaram mutagdo em seu
DNA, todas apresentaram clivagem proximo a seqaéRéM, 3°-5° pb 5. Portanto, o
padréo de clivagem do RNAg 1 mostrou ser semeltantelatado na literatura.

Apesar de ter sido demonstrada a eficacia do RNelgLlivar a fita dupla de DNA,
nao foi possivel observar HDR eficiente ao serrangfectado com uma sequéncia doadora.
O mecanismo de reparo de quebra de DNA gendmicoHRR é preciso, no entanto a
eficiéncia é considerada muito baixa, ocorrendoatara de 0,5-5,0% (120-122). Em geral,
dados da literatura tém mostrado que os tamanhasgqigncia de inser¢édo corrigida e dos
bracos de homologia sdo os maiores determinantesfici@ncia de HDR. H& estudos
mostrando que o tamanho da sequéncia de corre¢étagéntre os bracos de homologia,
varia entre 1-2,5 kb, diminuindo a eficiéncia deorabinacdo a medida que o tamanhos da
sequéncia de correcdo aumenta (123-125). No peesstido, o tamanho da sequéncia de

insercdo entre os bracos de homologia, considerandene repérter GFP flanqueado a
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sequéncia de correcao para 0 ga&NAS possui um tamanho de 2,25 kb, estando em
conformidade com os comprimentos de fragmentos apresentam melhor eficiéncia de
reparo por HDR.

Em relagdo ao tamanho dos bragos de homologiaedtés estudos, tém avaliado o
tamanho ideal dos bracos de homologia de maneatingir maior eficiéncia na corregéao
génica mediada HDR ap6s clivagem da fita dupla 8\ @enémico. Em geral, estudos
mostram que o tamanho das sequéncias de homolegemdter no minimo 0,5 kb de
comprimento (126-128).

Hasty e colaboradores, em 1991, avaliaram a taxamhro por HDR em células
tronco embrionaria comparando a frequéncia de gah@s com diferentes tamanhos de
bracos de homologia, que variaram entre 1,3 kb8ekb, (128). Os autores utilizaram
plasmideos circulares para entrega da sequénaaldliizando eletroporacdo como método
de transfec¢do, e mostraram que a frequéncia deasdditadas aumenta com o aumento do
comprimento dos bragos de homologia.

Em 2015, Beaton e colaboradores, também utilizatderentes comprimentos de
bracos de homologia, variando entre 60 pb e 1779ala avaliar o efeito do tamanho do
braco de homologia de DNA doador, na correcdo @oeg) GGTAL apds clivagem da fita
dupla de DNA gendmico (126). Através de analise PAES de células fibroblasticas, os
autores observaram uma frequéncia maior de corrbgatglica em células editadas com
sequéncias doadores contendo bracos de homologeesa

Ja em 2017, Zhang e colaboradores, avaliaram ocaiseencional de plasmideo
circular para entrega da sequéncia doadora e RN&§/@a eficiéncia de HDR e 0 menor
tamanho requerido de bragco de homologia para altess de edicdo gendmica (127). Os
autores concluiram que, considerando o uso de filasntircular para entrega da sequéncia

doadora e RNAg/Cas9, para atingir altos niveisnder;do precisa de uma sequéncia grande
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de DNA doador (aproximadamen 2 kb), apos clivagenfitd dupla de DNA, em células de

origem humana, é necessario um braco de homolegi aninimo 600 pb, apresentando um
aumento na eficiéncia de insercdo de DNA doadoriadedpor HDR de 97-100% apds

tratamento das células com reguladores de ciclolatepara estimular HDR, que ocorre
preferencialmente durante a fase S/G2 do cicldarelu

A estratégia de entrega de RNAg/Cas9 utilizada stade, foi através de DNA
plasmidial, pois podem persistir em altos niveis ag&dulas durante vérios dias, apos
transfecgcéo, se comparado a outros formas de anttegho o complexo ribonucleico, por
exemplo, o qual possui meia-vida curta na céluk®)1O meétodo utilizado de transfeccéo
desse DNA plasmidial recombinante contendo RNAg camCas9 incorporada foi
eletroporagdo, que € um método ndo-viral altamefitmz na expressdo de transgene em
diferentes linhagens e tipos celulares, incluindal@ origem humana (114,130-132). Além
disso, parametros de eletroporacdo também saddonslgomo fatores criticos na eficacia da
entrega de transgene em uma grande variedade wWascé| considerando esses fatores, as
condi¢cdes de eletroporacdo utilizadas no estudanfdnaseadas em métodos previamente
validados, sendo capaz de induzir alta expressdrmadsgene e moderada toxicidade celular
(114,133).

Na terapia génica, as CTPH sao consideradas diraisvas devido ao potencial que
essas ceélulas possuem para auto-renovacdo e ditgg@m em diferentes linhagens,
propriedades importantes na transferéncia de ggmegpoderiam resultar no tratamento de
diversas doencas , incluindo as IDP (134-136). Adéwro, estudos recentes tém suportado a
ideia de que as CTPH s&o mais resistentes a ed&@ioa mediada por HDR, mostrando
edicdo dessas células numa frequéncia razoave|1@a)6 Genovese e colaboradores, em
2014, mostraram o potencial terapéutico na correigigenelL2RG de CTPH de doadores

saudaveis e de um individuo com imunodeficiéncimlioada severa ligada ao X (SCID-



77

X1), onde as CTPH editadas foram capazes de sasstant hematopoese normal originando
células linfoides normais, as quais, apresentaramwantagem de crescimento seletivo sobre
as células portadoras de mutacdes no ¢jePirRG (136). Além disso, os autores mostraram
gue apos tratamento das CTPH com moléculas estionals de ciclagem celular, houve um
aumento consideravel na taxa de HDR em célulastpras.

Em 2016, Dever e colaboradores avaliaram a efi@éhe HDR para a correcédo do
gene B-globulina HBB) em CTPH CD34 derivadas de sangue periférico mobilizado,
utilizando Cas9 associada ao complexo ribonucleicmbinado com vetor viral adeno
associado de sorotipo 6 (rAAV6) para a entrega akiddr e, sendo demonstrado correcéo
eficiente em CTPH derivadas de pacientes SCD, dEmlemonstrarem um novo método de
purificacdo de celular através de FACS ou enrignento por beads magnéticas, em mais de
85% de células CTPH modificadas geneticamente pdR K116).

O presente trabalho apresentou uma sequéncia eednssFP/WASde 2,25 kb
flanqueada a dois bracos simétricos de homologiéendo um total de 1627 pb, 800 pb a
esquerda e 827 pb a direita da sequéncia de ins@Qdsos resultados mostraram que apesar
da baixa frequéncia de recombinagdo homodloga dp@gem do DNA gendmico, o sistema
CRISPR/Cas9 ¢ eficaz na edicdo genbmica do §®A& sugerindo que o desenho da
sequéncia doadora, considerando o tamanho do tealgomologia assim como sua simetria,
esta adequada para correcdo do gene da sindromésKett-Aldrich. Dessa maneira, sera
possivel provar o conceito da nova estratégiag-ditigida, com finalidade terapéutica,

através da edicdo do gevwASem CTPH de paciente WAS.
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8. CONCLUSAO

1) O Sistema CRISPR/Cas9 é eficaz em clivar a secuémod de maneira
dirigida no gene WAS;
2) Sugerimos que o desenho da sequéncia doadora gadldegara a correcao

endogena do gene WAS;

9. PERSPECTIVA

1) Utilizacdo de moléculas estimuladoras para aumétida.
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GLATCCGGEAGGCAAGGGTAAGGGATGGEGAAGTGGACCAGAGGCATATGCGTCATTGGCAGTG TCTAAGCACTCACGATAGGC
GTGGATCACAGGEGCTCGCTCTGTAAT TAAAAGGAAAAGGETITTTGTIGTGTIGT IGTTGTIGCTGT TTITGAG ACAAGGGTCTTGE
TCTETCATCATCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCAGTCTCAGCTCACTG CAACCTCCGCCTCCTGEETTCAAGCGATTCTCCTGCCTCA
GCCTCCTGAGCAGCTAGGACTACAGGTGETGTOCCACCATGCCTOGCTAATTTTTGTATITT T TAGTGG AAATG GGG TTTTGCCATGTT
GCCCAGGCTCGTCTTEAACT CCTGACCTCAAGTGATCCACTCGTCTCGGCCTCCCAAAGTECTGGGATTACAGGTGTGAGCTATTGTC
CCCAGCCAAAAGGAAAAGTTTTACTGTAGTAACCCTTCCGGACTAGGGACCTCGGGCCTCAGCCTCAGGCTACCTAGGTGCTT TAGA
AAGGAGGCCACCCAGGCCCATGACTACTCCTTGCCACAGGGAGCCCTGCACACAGATGTGCTAAGCTCTCGCTGCCAGCCAGAGEG
AGGAGGETCTGAGCCAGTCAGAAGGAGATGEGCCCCAGAGAGTAAGAAAGGEGEAGEAGGACCCAAGCTG ATCCAAAAGETEGE
GTCTAAGCAGTCAAGTGGAGGAGGETTCCAATCTGATGGCGGAGGGCCCAAGCTCAGCCTAACGAGGAGGCCAGGCCCACCAAGG
GGCCCCTGEEAGGACTTGTTTCCCTTCTAGATGGTGAGCAAGGGCGCCGAGCTGTTCACCGGCATCGTGCCCATCCTGATCGAGCTGA
ATGGCGATGTGAATGGCCACAAGTTCAGCGTGAGCOGCEAGGECGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCAT
CTGCACCACCGECAAGCTGCCTGTGCCCTGGCCCACCCTGETGACCACCCTRAGCTACGGCGTGCAGTGCTTCTCACGCTACCCCGA
TCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGCTACATCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCGAGGATGACGECA
ACTACAAGTCGLGLGLCGAGGTGAAGTTCGAGGGLGATACCCTGGTGAATCGCATCGAGCTGACCGGCACCGATTTCAAGGAGG A
TEGCAACATCCTGGGCAATAAGATGGAGTACAACTACAACGCCCACAATGTGT ACATCATG ACCGACAAGGCCAAGAATGGCATCA
AGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGATGGCAGCETGCAGCTGGCCGACCACTACCAGCAGAATACCCCCATCGGLGAT
GGCCCTGTGCTELTGCCCGATAACCACTACCTGTCCACCCAGAGLGCCCTGTCCAAG GACCCCAACGAGAAG CEOLGATCACATGATC
TACTTCGG T TG TGACCGCCGCCGCCATCACCCACGGCATGGATGAGCTGTACAAGTCCGGLCGCTCTAGAGAAAG CACCATGAGT
GGEGEGLGCCCAATEGEAGGAAGGCCCOGEEGECCEAGGAGCACCAGCOOTTCAGCAGAACATACCCTCCACCCTCCTCCAGGACCACG
AGAACCAGCGACTCTTTGAGATGCTTGGACGAAAATGCTTGACGCTGGCCACTGCAGTTGTTCAGCTG TACCTGGLGCTGLCCCCTG
GAGCTGAGCACTGGACCAAGGAGCATTETGGEECTGTGTGCTTCATGAAGGATAACCCCCAGAAGTCCTACTTCATCCGCCTTTACG
GCCTTCAGGCTGGTCGGCTGCTCTGRGAACAGGAGCTGTACTCACAGCTTGTCTACTCCACCCCCACCCCCTTCTTCCACACCTTCGE
TEGAGATGACTGCCAAGCGGEECTGAACTTTGCAGACGAGGACGAGGCCCAGGCCTTCCGGGECCCTCOTECAGGAGAAGATACAA
AAAAGGAATCAGAGGCAAAGTGGAGACAGACGCCAGCTACCCCCACCACCAACACCAGCCAATG AAGAG AGAAG AGGAGGGLCTC
CCACCCCTGLCCCTGCATCCAGGTGGAGACCAAGGAGGCCCTCCAGTGEGTCCGCTCTCCCTGGGGETGGLGACAGTGGACATCCA
GAACCCTGACATCACGAGTTCACGATACCGTGGGECTCCCAGCACCTGGACCTAGCCCAGCTGATAAGARACGCTCAGGGAAG AAGA
AGATCAGCAAAGCTGATATTGGTGCACCCAGTGEATTCAAGCATGTCAGCCACGTEGEGTGEGEACCCCCAGAATGGATTIGACGTG
AACAACCTCGACCCAGATCTGLGGAGTCTGTTCTCCAGGGCAGGAATCAGCGAGGCCCAGCTCACCGACGLCGAGACCTCTAAACTT
ATCTACGACTTCATTGAGGACCAGGGTEEGCTGEAGGCTETELGGCAGGAGATGAGGCGCCAGGAGCCACTTCCGCCGLCCCCAL
CGCCATCTCGAGGAGGGAACCAGCTCCCCCGGLCCCCTATTGTGEEGEGTAACAAGGGTCGTTCTGGTCCACTGCCCCCTGTACCTT
TEGEGGEATTGCCCCACCCCCACCAACACCCOGGGGACCCCCACCCCCAGGLCGAGGGGELCCTCCACCACCACCCCCTCCAGCTACTG
GACGTTCTGGACCACTG CCCCCTCCACCCCCTGGAGCTGGTEEGCCACCCATGCCACCACCACCGCCACCACCGLCACCGLCGCCCA
GLTCCEGGEAATGGACCAGCCCCT CCCCCACTCCCTCOT LTI GG TGLCT GGG GGG CCTGECCCCTGETEGGGETCGGGGAGLG
CTTTTGGATCARATCCGGCAGGGAATTCAGCTGAACAAGACCCCTOOEECCCCAGAGAGCTCAGCGCTGCAGCCACCACCTCAGAG
CTCAGAGGGACTGETGEGGEGCCCTEATGCACGTCATGCAGAAGAGAAGCAGAGCCATCCACTCCTCCOACGAAGGGGAGGACCA
GECTEGECGATGAAGATGAAGATGATGAATGEGATGACTGACTTGTGGTTTTTITGCATTITCCTGTTCCCTTGCTGCTCAT TGCGGAAG
TTCCTCTTCTTACCCTGCACCCAGAGCCTCGCCAGAGAAG ACAAG GG CAGAAAG CACCATGAGTGGEEGECCCAATEGEAGGAAGG
CCCGEEGEECCEAGEAGCACCAGCOGTTCAGCAGAACATACCCTCCACCCTCCTCCAGGACCACGAGAACCAGCGACTCTTTGAGAT
GCTTGGACGAAAATGCTTGGETGAGCTGGGGATCTCCTGCCCCOGCCCCGTCCCCACCGTITCTTCCTCTTCCTCTCCTCCTTCTCTCTCT
TCCCCTCCTCCCGCTCCTCCTT TCCCTCTCCATCATCTCCTCTCCTAGAAT TTCCCGTCATAATCCACCCTTCCCAGGAAGATCTCAATGT
CTACTTGCCTTCCCTCTEGCTGCAGCTCTTCCTTTGGGCCCATGACTGTCATGAGG CAGGAAGGACCAGGTCTGGCTCCAAGACCTTG
TEGCTACCCCTGACCAGACTCCACTGACCCCTGCTTTCCTCTCCCAGACGCTGG CCACTGCAGTTGTTCAGCTGTACCTGGCGCTGCC
CCCTGGAGCTGAGCACTGGACCAAGGAGCATTGTGEEGLTETETGCTTCGTGAAGGATAACCCCCAGAAGTCCTACTTCATCCGCCT
TTACGGCCTTCAGGTGACCCCCCCACCCCCGACTGGACTTGCAAGCCAGTTCTCAACCCGLAAACCCAGATCTGTGTCCATATGTGTC
CATAGCTTCAAGACCTCAGACCTGATCAGTGAATCCCTGAGCCCCAGAACCAAAGACTCATCCAGATGGCAAACTCTG ACGGATCE,
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An Efficient Electroporation Protocol
for the Genetic Modification of
Mammalian Cells

Leonardo Chicaybam™*, Camila Barcelos', Barbara Peixoto’, Mayra Carneira’,
Cintia Gomez Limia’, Patricia Redondo®, Carla Lira®%, Fidavio Paraguassu-Braga®,
Zilton Farias Meira De Vasconcelos®, Luciana Barros' and Martin Hernan Bonamino'#*

' Programa de Carcinogénase Molecular, Coordenacdo de Pesquisa, instifuto Naclonal de Cancer (INCA), Rio de Janeairo,
Braz, < Fundacao Instituto Qswaldo Cruz, Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboralonos de Beferéncia, Rio de Janeiro, Brazil,
“instituto de Ciénclas Biomedicas, Universidade Federal do Aio de Janeiro, Aio de Janevo, Braal, * Centro de Transplante de
Meciula Osses, Instifuto Nacional de Cancer, Rio de Janeiro, Brazil, "Banco de Corddo Umbiical @ Placentdrio, Instituto
MNacional de Cancer (INC4), Rio de Janeiro, Brazil, "Instifuta Fernandes Figuaira, Fundacao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brazif

Genetic modification of cell lines and primary cells is an expensive and cumbersome
approach, often involving the use of viral vectors. Electroporation using square-wave
generating devices, like Lonza's Nucleofector, is a widely used option, but the costs
agsociated with the acquisition of electroporation kits and the transient transgene
expression might hamper the utility of this methodology. In the present work, we show
that our in-house developed buffers, termed Chicabuffers, can be efficiently used to
electroporate cell lines and primary cells from murine and human origin. Using the
Nucleofector Il device, we electroporated 14 different cell lines and also primary cells, like
mesenchymal stem cells and cord blood CD34+, providing optimized protocols for each
of them. Moreover, when combined with sleeping beauty-based transpcson system,
long-term transgene expression could be achieved in all types of cells tested. Transgene
expression was stable and did not interfere with CD34+ differentiation to committed
progenitors. We also show that these buffers can be used in CRISPR-mediated editing
of PDCD1 gene locus in 293T and human peripheral blood mononuclear cells. The opti-
mized protocals reported in this study provide a suitable and cost-effective platform for
the genetic modification of cells, facilitating the widespread adoption of this technology.

Keywords: electroporation, cell line, MSC, T lymphocyte, CD34, transposon, CRISPR, PD-1, GFP

INTRODUCTION

Cell lines are valuable tools for research development, constituting one of the pillars of experi-
mental biology. Their unlimited proliferative capacity, high degree of homogeneity, and relatively
easy maintenance in culture allow the generation of large number of cells required for testing

Abbreviations: CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats; TALEN, transcription activator-like effec-
tor nucleases; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; MSCs, mesenchymal stem cells; GFP, green fluerescent protein;
RFP, red fluorescent protein; 7-AAD, 7-amoniactinomyein D; ITR, inverted terminal repeats; SB, sleeping beauty transposase;
dpi, days post inoculation; gRNA, guide RNA; NHE], non-homologous end joining: FITC, fluorescein isothiocyanate; HSC,
human stem cell,
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numerous candidate drugs (Barretina et al., 2012), -omics profil-
ing (Nishizuka et al., 2003; Griffin and Shockcor, 2004; Blower
et al,, 2007), and signaling pathways studies (Park et al, 2010),
to cite some examples. One of the areas that benefited the most
with the use of cell lines was cancer research, with the deriva-
tion of several cell lines that can be used as models for different
cancers. These cells are used to model disease in vitro and in vivo,
providing information about oncogenesis-related pathways and
insights into therapeutic strategies (Gillet et al., 2013). Moreover,
cell lines are central players in the biotechnology industry, being
used in the production of biopharmaceuticals like antibodies,
hormones, and bioactive proteins in general (Kuystermans and
Al-Rubeai, 2015),

The use of cell lines in basic research is often associated with
genetic modification protocols, which allow overexpression
and/or silencing of desired genes in a controllable fashion.
Recently, the development of gene editing tools like TALENs
and CRISPRs provided a more precise control of gene insertion
or deletion, extending the possible genomic manipulations (Kim
and Kim, 2014). Methods to deliver foreign genetic material
(DNA or RNA) usually rely in nonviral or viral vectors, with
the former being preferred because of increased biosafety, easier
production, and faster translation. Electroporation is a nonviral
method for gene transfer that is demonstrating encouraging
results, being successfully used for the manufacture of antitumor
lymphocytes (Ramanayake et al, 2015) and other applications
(Kotnik etal., 2015), but the mechanism of DNA/RNA transfer is
not fully understood (Satkauskas et al., 2012). Moreover, the use
of electroporation is associated with extensive testing of electric
parameters (pulse amplitude, volts) in order to optimize the
protocol. Nonviral methods like liposomes and electroporation
show varying efficiencies, with several cell lines and primary
cells showing poor transfection rates and cell death (Wang et al.,
20012; Yin et al,, 2014). In the case of liposomes, the transfection
of non-adherent cell lines is rather inefficient, showing good
results only for some adherent cells (Jordan and Wurm, 2004;
Behr, 2012).

Using a square-wave pulse technology, Lonzas Nucleofector
electroporator was shown to be very efficient in several cell lines
and primary human and murine cells; inducing high expression
of the transgene and substantial viability. The pre-loaded elec-
troporation programs suited for each cell line simplify the experi-
mental setup, and the use of proprietary additives improves the
transfection efficiency. However, the frequent use of Nucleofector
electroporation kits implies in important costs for research
labs, especially those in middle- to low-income countries. In a
previous work, our group developed “in house” electroporation
buffers (termed “Chicabuffers”) that had comparable ethciency
with Lonzas buffers for the transfection of the human T cell
line Jurkat and primary T lymphocytes from mouse and human
origin (Chicaybam et al., 2013). Electroporation strategies using
Chicabuffers were recently successfully applied to colon cancer
cell lines (de Souza et al,, 2013) and human mesenchymal stem
cells (MSC; unpublished data). In the present work, we extend the
efficiency analysis of Chicabuffers and the description of optimal
electroporation conditions in a panel of cell lines and primary
cells that represent relevant models for cell biology studies and

disease comprehension. We selected 14 cell lines of mouse and
human origin and primary human cells [MSC, peripheral blood
monenuclear cells (PBMCs), and cord blood CD34+4 cells], show-
ing that these buffers yield high transfection efficiencies and are a
viable option for genetic modification using the Nucleofector IIh
electroporator. For cells in which the levels of transgene expres-
sion was low, we developed sleeping beauty (5B)-based transpo-
son plasmids engineered to confer drug resistance, allowing fast
and efficient drug-based selection of cells representing fractions
of the cell culture,

We selected cells lines representing models for hematopoietic
neoplasias (HEL, K562, P815, Nalm-6, and Jurkat cell lines) and
different solid tumor-derived cell lines (A-549, B16-F10, Hela,
MCE-7, MDA-MB-231). Some of the tested cells represent classi-
cal cellular models for ectopic gene expression (293T, NIH-3T3),
cell signaling (Jurkat and 2937T), growth factor dependence
(BA/F-3), or simply relevant cells in terms of therapy and cell
differentiation (MSCs, PBMCs and Cord Blood CD34+ cells). In
addition, we show that the level of transfection achieved using
Chicabuifers allows efficient genomic edition of the potentially
clinical relevant PD1 locus in human cells, such as 293T and
PBMCs, using the recently described CRISPR/Cas9 system (Jinek
etal, 2012),

MATERIALS AND METHODS

Ethics Approval

The use of PBMCs and CD34+ cells from healthy donors was
approved by an IRB (Brazilian National Cancer Institute—
INCA—Ethics Committee—protocol 153/13), and donors signed
review board approved informed consents, MSCs were obtained
from healthy donors submitted to surgery for hernia repair at
the Clementino Fraga Filho University Hospital. The patients
provided written informed consent, and the study was approved
by the Hospital Research Fthics Committee.

Plasmids and Cloning

The pT3-GFP plasmid (Peng et al,, 2009) was kindly provided
by Dr, Richard Morgan (Surgery Branch—NCI), The pT2-GFP
and SB100X (Matés et al., 2009) constructs were kindly provided
by Dr. Sang Wang Han (UNIFESP. Brazil). For the creation of
pT3-Neo-EF1a-GFP plasmid, GFP was excised from pT3-GFP
by digestion with Agel/Notl, and the neomycin resistance gene
(NEQY), which was synthesized by Genscript (Piscataway, NJ,
USA), was inserted. The EFla-GFP cassette was isolated from
the plasmid pRRLsin.PPTs.EF1a.GFPpre (Bonamino et al,
2004) (provided by Dr. Didier Trono, EPFL, Switzerland) after
digestion with Clal/BstBI and inserted in pT3-NEO previously
digested with Clal. For CRISPR experiments, the plasmid
encoding 5. pyoagenes Cas9 (W) and a U6 promoter for guide
RNA (gRNA) expression was acquired from Addgene (pX330;
#42230). gRNA (CACCGGCCATCTCCCTGGCCCCCA) for
programed cell death 1 (PDCD-1) was designed by Optimized
CRISPR Design tool (http://crispr.mit.edu/) and cloned in pX330
(Addgene) using Bbsl restriction site. pRGS-CR (Kim etal., 2011)
was provided by Dr. Amilcar Tanuri (Federal University of
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Rio de Janeiro, Brazil), and PDCD] target sequence cloned in
EcoR1/BamHI sites, between a red fluorescent protein (RFP) and
a GFP, resulting in an out-of-frame GFP. The GFP expression can
be restored by CRISPR-mediated non-hemologous end joining
(NHE]) repair. All plasmids were isolated using Qiamp Maxi prep
kit from Qiagen (Germany) and quantified using a Nanodrop
spectrophotometer. The new constructs described in this report
are available at Addgene.

Cell Lines and Primary Cells

The origin and cell culture conditions for each cell line are
described in Table S1 in Supplementary Material. The use of
PBMCs from healthy donors was approved by an IRE (Brazilian
National Cancer Institute—INCA—Fthics Committee), and
donors signed review board approved informed consents.
Within 24 h after blood collection, leukocytes were harvested
by filtration and washed with phosphate buffered saline (PBS).
A density gradient centrifugation using Ficoll-Hypaque®-1077
was performed. Cells were centrifuged for 20 min at 890 g (slow
acceleration/deceleration off ), washed three times with PBS, and
used for nucleofection. For CD34+ cells separation, mononuclear
cells (MNCs) were isolated from umbilical cord blood after
Ficoll density gradient using the same protocol above described.
CD34+ cells were isolated from MNCs using CD34 MicroBead
Kit (Miltenyi Biotech) following the manufacturer’s instructions.
The utilization of CD34+ cells was also approved by INCAs
Ethics Committee.

Mesenchymal stem cells were isolated from abdominal
subcutaneous adipose tissue fragments obtained from healthy
donors submitted to surgery for hernia repair at the Clementino
Fraga Filho University Hospital. The patients provided writ-
ten informed consent, and the study was approved by the
Hospital Research Ethics Committee. Fragments were cut into
small pieces and incubated with 1 mg/mL collagenase type 11
(Sigma-Aldrich, MO, USA) under permanent shaking at 37°C
for 30 min. The cell suspension was centrifuged at 400 g, room
temperature, for 10 min, and the pellet was resuspended on
PBS, followed by filtration with 100-pm mesh strainers. Cells
were plated to expand MSCs at 3 x 10 cells/cm?® density with
low-glucose Dulbeccos modified Eagle’s medium (DMEM
Low-glucose, Gibco, CA, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Gibco, CA, USA) and 100 U/ml penicillin and
100 pg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich, MO, USA). Cells were
electroporated at passage 3.

Electroporation

Generic cuvettes were used for all the electroporations (Mirus
Biotech®, Madison, W1, USA cat: MIR 50121). Cells were
resuspended in 100 pl of the desired buffer, and 4 pg of the
reporter plasmid (pT2-GFP transposon) were added. For
long-term experiments, 1 pg of SB100x was added. The seven
different buffers tested in this work are described in Table 52
in Supplementary Material. Cells were transferred to a sterile
0.2-em cuvette and electroporated using the reported program
(Table 1) of Lonza® Nucleofector® 1I electroporation system.
After transfection, cells were gently resuspended in 1 mL of
pre-warmed RPMI medium supplemented only with 2mM

L-Glutamine and 20% FCS, All cells were seeded in 12-well
plates and grown at 37°C and 5% CO;. The medium was replaced
by complete RPMI medium the following day, and cells were
maintained as described previously.

Electroporation Score Determination

For non-adherent cell lines, viability determination was based
on trypan blue exclusion and/or determination of the % of cells
displaying viable cell FSC vs. $5C parameters by flow cytometry
analysis on cells negative after 7AAD staining. For adherent
cells, viability determination was calculated based on the % of
the OD obtained in Crystal Violet staining assays at d + 1 or
d + 3. Calculation was based on the formula % = 100 x [OD
for control {non-electroporated) cell line/(OD for control (non-
electroporated) cell line + OD for electroporated cell line)]. The
“electroporation score” was calculated based on cell viability
(after normalization against the viability of non-transfected
cells) and transgene expression on d + 1, and the score set to
the formula “Viability (%)*Expression (%)/F" A division factor
(F = 50 for adherent cell lines and F = 100 for non-adherent
cell lines) was used in the score formula to fit the results in the
graph scale.

Crystal Violet Staining

To assess viability of adherent cell lines, cells were plated in
triplicate in 96-well microtiter plates immediately after elec-
troporation. Cell viability was evaluated after 24 h, and cell
expansion was analyzed at day + 1 by crystal violet. The crystal
violet incorporation assay was performed by fixing the cells with
ethanol for 10 min, followed by staining them with 0.05% crystal
violet in 20% ethanol for 10 min and solubilization with methanol
as reported (Faget et al,, 2012). The plate was read on a spec-
trophotometer at 595 nm (SpectraMax 190, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

In Vivo B16-F10 Tumor Model

B16F10 cells were electroporated with 4 ug of pT3-NEO-EF1a-
GFP and 1 pg of SB100x in buffer 18, program P-020 of Lonza
Nucleofactor II. As negative controls, we electroporated cells
only with pT3-NEO-EFla-GFP. Each condition was plated
in a 6-well plate. After reaching 80% conlfluence, G418 (Life
Technologies) antibiotic was added at 2,000 pg/mL., The medium
was changed every 3 days and the antibiotic added. After selec-
tion with antibiotic or not, we injected 5 x 10° cells in the left
flank of C57BL/6 mice. After 15 days, we excised the tumor and
plated the cells in 25 cm? culture flasks, After 24 h, the culture
medium was changed to eliminate non-adherent cells. After
3 days, the cells were recovered and analyzed by flow cytometry
for GFP expression.

CD34+ Differentiation Assay

Electroporated CD34+ cells were assayed in two different
concentrations, 5 ¥ 10 and 2 x 10° cells/well. The cells were con-
centrated in 300 pL and then added in 1.1x concentrated 3 mL
Methocult™ H4034 (Stem Cell Technologies Inc., Vancouver,
BC, Canada), then seeded two wells of a six-well plates, 1.1 mL/
well. Cells were cultivated for 3 weeks at 37°C in a humidified
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TABLE 1 | Summarized electroporation conditions for each cell line {based in Figure 2; d1 after electroporation).
Cell line Gell type Program Recommended Viability Viability GFP GFP
buffer (Chicabuffer + SD) (Lonza) expression expression
(%) (%)  (Chicabuffer) {Lonza)
(%) (%)
Non-adherent
BAF3 Mouse pro B cell H00 2M 9E5+27 7200 5505+ 142 8500
HEL Erythroleukermia; erythroblast cell X-005 18 704+ 171 39-66 Ta+6d G400
Jurkat Acute T eed laukemia, T mphooyte; mphoblastoid cells X001 15M TET+68 a0.00 B9+ 118 H28.00
KhE2 Human chranic myelogenaus leukemia; nphoblastoid cells TG 1 TOT£13.8 &B8.00 B41+8 B80-90
Nalm-6  Human B cell precursor leukermia C-005 3P 742+ 118 &7.00 406+ 14.7 54.00
Fais Mause mastocytoma; mast cells C-005 r 70.2+299 9200 605 + 166 B2.00
Adherent
ASds Human |ung carcinoma; epithelial cells X-001 3P 594 +273 §1.00 B35+ 114 7200
293T Human ermbryonal kidney; adherent fibroblastoid cells A3 15M 7RO 4247 an.ao0 386+ 302 80.00
B16F10  Mouse skin melanoma P-020 25 399+ 17 91.00 493 + 167 B4.C0
Haela Human. cenix carcinoma; epitheloid calls in monalayers 013 M 451 +16.5 25-80 66,4 + 83 70.00
MCF7 Human breast adenocarcinema; epithelial celis P-020 i BB.4 + 109 G000 57 £ 233 FT.00
MDA Hurman breast adenocarcinoma; apithetal cells X013 15M 456+ 15 TTa0 4854175 79.00
MB-231
human  Human mesenchymal stem cell U-023 25 585+68 48,00 35+ 166 BO.CD
M5Cs
NIHATZ  NiH Swiss mouse embryo; adherent fibroblastoid cells uU-030 18M 49,4 + 304 B7.00 525+ 195 84.00

atmosphere supplemented 5% CO; in incubator 300/3000 Series
(Revco, OH, USA). The colonies were identified and quantified
using STEMvision™ (Stem Cell Technologies, Inc.) for the
burst-forming units-erythroid, colony-forming units-erythroid,
colony-forming units-granulocyte or macrophage or granulocyte-
macrophage, and colony-forming units-granulocyte/erythroid/
megakaryocyte/macrophage.

Flow Cytometry

FACSCalibur® (BD Bioscience) was used to perform morphologic
evaluation of viability (FSC vs. S5C) and GFP expression analysis.
Cells were harvested the following days after transfection and
resuspended in PBS at a concentration of 10° cells/500 pL. 7TAAD
staining (eBioscience cat. 00-6693) was performed immediately
before FACS acquisition following manufacturer instructions.
Data were analyzed using the Flow]o software (Tree Star). The
hematopeietic progenitor CD34+ cells were evaluated for purity
by staining with anti-CD34-PE (clone 581, BD Biosciences).

CRISPR-Mediated Gene Editing

HEK293FT and PBMCs were electroporated with pX330-
PDCD-1 (10 pg) and pRGS-CR-target (5 pg). Gene editions
were evaluated by GFP4/RFP+ ratio after 24 h by flow
cytometry. To characterize indels at PDCDI locus, genomic
DNA of gene edited cells was isolated by phenol-chloroform.
Amplification of the target region was performed by PCR
using the forward 5'-CCCCAGCAGAGACTTCTCAA and the
reverse 5-AGGACCGGCTCAGCTCAC primers. The PCR
fragment was ligated in pCR2.1 vector (TA Clening” Kit, Life
Technologies), transformed in DH5a cells and single bacteria

colonies has the plasmid DNA extracted and sequenced using
the primers described above.

Short RNA and Plasmid

Co-Electroporation

After Ficoll gradient purification. PBMCs (107 cells) were
electroporated with pRGS-CR-target (10 pg) and 10-50 pmol
of FITC labeled RNA (Invitrogen) in Chicabuffer 3 P and
U-014 Nucleofector Ilb program. Cells were left resting in
EPMI + 10%FCS for 24 h at 37°C and 5% CO; and then evaluated
by flow cytometry using ACCURI C6 (BD Bioscience).

Statistical Analysis
Data from electroporation experiments were analyzed by one-
way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test using
GraphPad Prism 6 software.

RESULTS

With the objective of determining the best-suited buffer for the
electroporation of each cell line, cells were electroporated with
seven different buffers and the viability and GFP expression were
analyzed. Representative flow cytometry plots are depicted in
Figure 1, showing 7AAD staining and GFP signal (gated in 7AAD
negative cells) for a high electroporation score cell line (HEL)
and FSC/SSC and GFP signal for a low score cell line (NIH3T3).
7AAD staining was performed only in the non-adherent cells
since they represent a mixture of viable and non-viable cells at
day | post electroporation. Adherent cells were allowed to adhere
overnight after electroporation, and non-adherent/dead cells
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were discarded before FACS analysis. As showed in Figure 2,
the majority of cell lines showed high electroporation scores
independent of the buffer, with exception of P815, which showed
an overall low efficiency but demonstrated best performance with
buffer 3P. Suspension cell lines showed the best results regarding
GFP expression, in which values above 60% were recurrently
obtained. One exception is Nalm-6, with a maximum of 40% of
GFP-positive cells obtained using buffer 3P. Adherent cell lines
showed GFP values slightly lower (30-65%), with Hela showing
the best result with 66.4 + 8.3% of GFP expression using buffer
3P. Importantly, after 24 h of electroporation, the cells showed a
good viability (Figure 2), allowing expansion and recovery from
the nucleofection. Viability and GFP expression were followed
for 10 days (suspension cell lines) or 7 days (adherent cell lines),
with some cells retaining high levels of GFP (K562, HEL, B16F10)
and others showing low expression of the marker after the expan-
sion (NTH3T3, Jurkat, P815) (Figures S1-14 in Supplementary
Material). These results probably reflect the observed differences
in nucleofection efficiency and proliferation rates among the
studied cells. The electroporation protocol for each cell line is
summarized in Table 1,

Stable gene expression is often required in the experimental
setting, allowing the generation of subclones with overexpression
or silencing of a gene of interest. The emergence of nonviral vec-
tors that allow the integration of transgenes, like the SB transpo-
son system, simplified the genetic modification of cells, requiring
only the delivery of two plasmids to achieve stable expression
(one encoding the transgene flanked by ITRs—inverted terminal

repeats—and one encoding the transposase). In order to evaluate
if Chicabuffers could be used with this system, 1 pg of SB100x
{encoding a hyperactive version of the SB transposase) was
electroporated with 4 pg of pT2-GFP and GFP expression was
followed for 30 days. As showed in Figure 3, the addition of
SB100x induced a higher percentage of GFP-positive cells after
30 days of culture when compared with control cells, strongly
suggesting that integration of the transgene has occurred. This
effect was more pronounced in B16F10, Hela, and MCF7 cell
lines, with approximately 20% of GFP-positive cells at day 30. The
other cell lines showed only a modest increase in GFP-positive
cells at day 30, ranging from 2% (BA/F-3) to 12% (K562). The
long-term levels of GFP expression did not correlate with GFP
expression at early days after nucleofection, suggesting that the
cell lines have different intrinsic susceptibilities to SB-induced
transgene integration.

For fast and easy enrichment of GFP-positive cells, we con-
structed abidirectional vector encoding GFP and G418 resistance
in the backbone of pT3 transposon, named p13-Neo-EF1a-GFP.
Indeed, the expression level obtained after nucleofection was suf-
ficient to select G418-resistant clones after electroporation with
this plasmid, as shown for NIH3T3 (Figure 4A) and B16F10
(Figure 4B} cell lines. After G418 selection and withdrawal,
GFP expression remained stable in NIH3T3 cells for 15 days
(Figure 515 in Supplementary Material), Furthermore, when
the modified BI6F10 cells were injected in vivo and allowed to
form subcutaneous tumors, the cells extracted from the tumor
at d + 14 post inoculation (dpi) still expressed high levels of
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GFP, indicating that the transgenic cassette is integrated in the
genome and has stable expression, with no signs of in vivo silenc-
ing of the transgene (Figure 4C; Figure 516 in Supplementary
Material).

Variations of the pT3-Neo-EF1a-GFP construct were devel-
oped, such as the pT3-Neo plasmid, which confers resistance
to G418 antibiotic and has restriction sites that allow cloning
of a second expression cassette. This plasmid was validated in
(G418 resistance assays using B16F10 cells (data not shown). The
map for this plasmid is shown in Figure 518 in Supplementary
Material.

The use of primary cells derived from patients or healthy
donors provides a more accurate model for in vitro and in vive
experiments, and these cells can also be used in cell therapy
approaches to treat a large number of diseases. However, these
applications often depend on genetic modification, which is usu-
ally hard to perform in these cells. To evaluate the performance
of Chicabuffers in the gene transfer to these cells, we isolated
adipose tissue derived MSCs and cord blood purified CD34+
hematopoietic stem cells and electroporated the cells with the
plasmids pT2-GFP and SB100x. As shown in Figure 5A, the
best electroporation score for MSC was obtained using butfer
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25, with 57% of viable cells and 39% of GFP expression. When
using SB100x, long-term expression of GFP using this buffer
was seen in 12% of cells (Figure 5B). For CD34 + cells, around
57% were GFP-positive 1 day after electroporation using buffer
1SM and program U-008 (Figure 6A). These cells were plated in
methylcellulose-based medium, allowing long-term assessment
of GFP expression and differentiation potential. After 3 weeks,
GFP+CD34+ cells were able to differentiate to erythroid,
granulocytic, and myeloid lineages (Figure 6B), showing that the
insertion of the transgene did not affect the stemness of the cells
and that differentiated cells display high GFP expression (Figure
$17 in Supplementary Mateiral).

The recent description of the CRISPR/Cas9 system as an effi-
cient tool to edit the genome of cells has clear implications for
basic cell biology studies and gene therapy protocols (Doudna
and Charpentier, 2014). To achieve efficient gene editing of
target cells, Cas9 nuclease and the gRNA must be expressed in
the cell, ideally in a transient fashion. To evaluate the efficiency
of Chicabuffers in promoting Cas9-mediated genome editing,
we designed a gRNA targeting exon 2 of PDCDI gene, which

encodes the inhibitory receptor PD-1, a relevant potential tar-
get for cancer cell-based immunotherapy (Hamid et al,, 2013;
Chicavbam and Bonamino, 2014). For the validation OI.gRNA.
we used plasmid pRGS-CR-PDCDI, which has the PDCDI
target sequence cloned between a RFP and a GFP, resulting in
an out-of-frame GFP. In this system, GFP expression can be
restored by CRISPR-mediated NHE] repair (Kim et al,, 2011),
leading to restoration of the reading frame in nearly 1/3 of
the editions. Co-electroporation of 293T cells with the report
construct and the plasmid carrying CRISPR/Cas9/gRNA, but
not CRISPR/Cas9 lacking the gRNA sequence, resulted in GFP
expression in approximately 7% of the RFP+ cells (3% out
of 42%), indicating that sequence-specific DNA editing was
achieved (Figure 7A). A similar approach was performed in
PBMCs and following electroporation, indels were verified by
amplification of PDCDI locus of the edited cells, which was
subsequently cloned in pCR2.1 vector and analyzed by Sanger
sequencing, evidencing cells containing indels of varying
lengths in the PDCDI locus (Figure 7B). The results of gene
editing experiments in 293T and PBMCs are summarized in
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Figure 7C. The characterization of indels in PBMCs and 293T
cells indicate that the use of our optimized electroporation
protocol allowed efficient editing of PDCDI locus in the tested
samples. All the indels led to disruptions of the reading frame
of the PD1 sequence (data not shown).

Multiple target editing is possible using CRISPR systems. Since
multiple loci editing require multiple gRNA, we evaluated the
possibility of co-electroporating PBMCs with a reporter plasmid
and FITC labeled short RNAs. This setting could be used to co-
electroporate a plasmid encoding a reporter gene {or Cas9 nucle-
ase) and multiple short RNAs (such as gRNAs for editing several
loci). Using the buffer 3P we were able to achieve high viability
(Figure S19A in Supplementary Material) and up to 60.7% of
cells expressing the short RNA when 50 pmol of the RNA were
used (Figure S19B in Supplementary Material). Concentrations
above 75 pmol of short RNA resulted in increased cell death and
were not further used (data not show). From electroporated cells
under the same condition, up to 14.8% co-expressed the reporter
plasmid (encoding RFP) and the labeled short RNA (Figure S19C
Supplementary Material). This setting clearly allows efficient co-
electroporation of plasmid DNA and short RNA, opening the
possibility of combining siRNA and transgene expression or even
multiple gRNAs and Cas9 expressing plasmids for gene editing,

DISCUSSION

Genetic modification of cells is a cumbersome and expensive
process, often involving the use of viral vectors to achieve high
efficiency transgene expression. The use of electroporation
for the genetic modification of cells is being adopted by many
laboratories as it represents a fast and cheap option for transfer
of plasmids and RNA. Moreover, this technique is also very efli-
cient, inducing transgene expression levels comparable to viral
vectors in some cells (Bilal et al., 2015). Equipments capable of
generating square-wave voltage pulses, like Lonza Nucleofector,
are among the most efficient for mammalian cell electroporation
(Mir, 2014). However, costs associated with the acquisition of
nucleofection kits, especially if used in a routine basis, might
hamper the use of this technology in some laboratories or impair
large-scale experiments,

In a previous work, our group described seven in house
buffers and tested the electroporation efficiency of Jurkat cells
and primary lymphocytes using Nucleofector (Chicaybam et al.,
2013). The selected buffers induced high transgene expression
and low toxicity, comparable to results obtained when Lonza's
kit were used. In this context, the present work comprises
a practical guide for the electroporation of 14 cell lines and
primary MSCs and HSCs, determining the best buffer (among
seven options) to be used with Lonza Nucleofector II, a widely
disseminated electroporation device. The electroporation score
calculated for every cell line is a general guide for electropora-
tion efficiency comparison, and the buffer choice can be adapted
to the need of the planned experiment (higher GFP expression
or cell viability), allowing the researcher to experiment with
different transgene expression levels. Chicabuffers showed to
work for all the cells tested with most of the samples showing
interchangeable results among the different buffers and only few
exceptions where one of the buffers performed poorly or GFP
expression was improved at the expense of cell viability, such
as for buffer 3P in Jurkat cells. This illustrates that privileging
GFP expression, for instance, can be detrimental to cell viability,
opening room to further improvements in the electroporation
protocol or buffer formulations. This results place Chicabuffers
as a valuable tool for cheap and fast gene modification of basi-
cally every cell tested, with important potential applications in
cell therapy and development and testing of synthetic circuits in
mammalian cells. Although we focused in Lonza's device, it is
likely that a similar approach using these buffers in conjunction
with electroporators that allow modification of electroporation
conditions could achieve even better results by fine tuning
parameters like pulse amplitude, voltage, and wave forms
(Yarmush et al., 2014). Lonza’s buffers were already described to
have good results when tested with alternative nucleofector IIb
programs (Gresch et al.,, 2004}, suggesting that there is still room
for optimization of electroporation conditions, reinforcing the
potential of testing Chicabuffers under different experimental
settings.

Short-term viability and expression of GFP was very efficient
for the majority of cell lines, and Chicabufters performed equally
well when compared to the results reported by Lonza, especially
for non-adherent cell lines (Table 1 and Figure 2). Furthermore,
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our results are comparable to those
for cell lines like K562 (Gresch et al., 2004) and primary MSCs
(Aluigi et al,, 2006), although direct comparison of the results
must be taken carefully because different plasmids were used.
By combining this strategy with the SB transposon system, the
provided optimized protocols allowed long-term expression
of transgenes in all the cells tested (Figure 3). In the case of
viral vectors, especially retroviral and lentiviral vectors, there
is a wide availability of constructs carrying selectable markers,
fluorescent reporters, promoters for different finalities, and cas-
sette configurations, increasing the options of possible cellular
manipulations (Szulc et al,, 2006; Weber et al., 2008; Vargas
et al,, 2012). This is in sharp contrast to the SB system, which
has a limited offer of transfer plasmids available. The new vectors
developed and validated in the present report can improve flex-
ibility and increase the applicability of this system, promoting
accessible and efficient transgene integration into different cell
types. These plasmids showed high and stable levels of transgene
expression, and the addition of antibiotic resistance allowed the
selection of GFP-expressing clones in vitro. Long-term expres-
sion of the transgene can be potentially increased by the use
of SB100x RNA, decreasing the toxicity of the electroporation
process as reported (Peng et al, 2009), or by carefully titrating

reported in the literature

the transposase plasmid mass to avoid overproduction inhibi-
tion {Grabundzija et al., 2010). These vectors and others recently
reported in the literature (Kowarz et al,, 2015), in conjunction
with Chicabuffers, could be potentially used in diverse experi-
mental gene therapy approaches, such as T cell immunotherapy
(Singh et al., 2015), MSCs (Martin et al., 2014}, and stem cell
gene therapy protocols (Aiuti et al,, 2013), further facilitating
the application of these technologies in basic, translational, and
clinical studies.

Our results show the feasibility of this approach, enabling
a stable transgene expression in CD344 cells from cord blood
samples, keeping GFP expression throughout hematopoietic dif-
ferentiation. It would be interesting to test this strategy in stem
cell differentiation models other than the hematopoietic system
such as the central nervous system (Sartore et al,, 2011), includ-
ing models of in vive differentiation. In addition, cells with clear
therapeutic potential, such as T lymphocytes (Chicaybam et al.,
2013) and MSCs (this report) could be stably modified using a
combination of Chicabuffer, SB, and electroporation.

Sleeping beauty-mediated modification of cells as described
here proved to be stable in vitro and in vivo, with cells retaining
transgene expression during tumor development in immuno-
competent mice. The GFP+ B16F10 cells not only retained GFP
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expression level, butalso kepta constant ratio of GFP+/GFP— cells
throughout the 15-day period of in vive tumor development. This
result suggests that no gene silencing occurs for the SB transgenic
cassette, supporting in vive utilization of this tool, as described
elsewhere (Belur et al., 2003; Hausl et al., 2010).

Furthermore, we showed efficient CRISPR-mediated genome
editingof PDCDI gene in 293T and human PBMCs electroporated
using Chicabuffers, Designing a single plasmid encoding Cas9+
gRNA is simpler than constructing zinc finger nuclease (Beane
et al,, 2015) or TALEN (Berdien et al., 2014)-based cassettes.
The single plasmid approach for PBMC edition is also simpler to
assemble than the recently reported Cas94 gRNA ribonucleopro-
teins (Schumann et al.,, 2015), showing that our extremely simple

protocol can be used to edit cell genomes. The gRNA used for
PDCDI locus edition in our report targets exon 2, in contrast
to exon 1 editions promoted by Schumann et al. (2015), show-
ing that different gRNAs can be used to efficiently disrupt the
PDCD1 gene sequence. The levels of gene editing obtained with
our approach allow similar downstream applications in primary
lymphocytes as those proposed by the above mentioned reports,
but with a reduced effort to design the gene editing tool (plasmid
bases CRISPR system vs. TALEN or ZFN) or the electroporation
reagents (plasmid vs. RNA + protein). Furthermore, the protocol
described for the co-electroporation of short RNAs and plasmids
carrying GFP+ Cas? can be exploited for multiple loci editing
in PBMCs, opening the possibility of targeting simultaneously
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several genes of interest. These results suggest that Chicabuffers
can be used for CRISPR genome editing in different cell lines and
primary cells, including large-scale screening of different gRNAs.

In summary, our study describes general guidelines for the
efficient electroporation of primary mammalian cells and several
cell lines. For cell lines not described in this study, Chicabuffers
represent a good starting point for the optimization of elec-
troporation protocol and facilitate the genetic modification of
cell lines that are not frequently used. Furthermore, our data
validate a series of flexible SB-based plasmids for the integration
of transgenes and downstream selection of gene-modified cells.
The combination of transposon, Chicabuffers, and electropora-
tion, as described here, represents a straightforward approach for
transient gene expression and permanent gene modification of
cell lines and human primary cells.
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