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Objetivos

ADP-ribosilagdo (ADPr) é uma modificagdo
pos-traducional de proteinas catalisada por
uma superfamilia de enzimas chamada
ADP-ribosiltransferases (ARTs), mas também
conhecida como PARPs. Tal modificacao
possui diversas fungdes, sendo as mais
relevantes para este projeto a atuagcdo na
resposta ao interferon (IFN) e em mecanismos
antivirais'. Em infecgbes virais, a resposta ao
IFN é iniciada como ferramenta da imunidade
inata e, dentre diversas consequéncias, ha a
indugao da expressao dos ISGs
(Interferon-stimulated genes).
Interessantemente, sabe-se que a expressao
de certas PARPs é estimulada por IFN e que
esta citocina inflamatéria, tanto o tipo | quanto
o tipo Il, induz ADPr em células humanas -
além de que um macrodominio de Sars-Cov-2,
virus causador da COVID-19, hidrolisa esta
modificagdo pos-traducional®. Mais
especificamente, existem trés proteinas que
estdo envolvidas no contexto de ADPr em
resposta ao IFN em que o laboratério possui
interesse: (a) PARP14: essa proteina € uma
das integrantes das ARTs e é a responsavel
por catalisar a ADPr nesta sinalizagido por IFN3;
(b) p62: essa proteina atua em selegdo de
processos de autofagia®* e, em resultados
preliminares, o laboratério mostrou a sua
co-localizagdo com a ADP-ribose; (c) RNF114:

essa proteina € uma Ub E3 Ligase®, além de
que, também em resultados preliminares do
laboratério, foi mostrada sua co-localizacao
com a ADP-ribose. Com isso, ha a necessidade
de prosseguir a exploragdo bioquimica da
ADPr em resposta ao IFN e o objetivo deste
trabalho é gerar, via CRISPR/Cas9, células
knockout de PARP14, de p62 e de RNF114 a
fim de possibilitar novos experimentos que
elucidem o papel - catalitico e/ou regulador -
destas proteinas dentro deste contexto.

Métodos e Procedimentos

A construgao de células knockouts consiste em
5 grandes etapas com seus respectivos
procedimentos. (i) Desenho de RNAs guias
(gRNAs): utiliza-se ferramentas de
bioinformatica, como a plataforma Benchling,
que identificam sequéncias de 20 nucleotideos
precedidas por uma sequéncia PAM
(Protospacer Adjacent Motif) 5'-NGG-3'. Como
critérios de selegdo, usa-se a eficiéncia de
corte e a minimizacao de efeitos off-target, e
trés gRNAs distintos s&o selecionados para
cada gene. Além disso, adicionam-se
sequéncias complementares aos sitios de
restricdo da enzima utilizada. (ii) Clonagem: os
gRNAs sdo fosforilados (T4 PNK, NEB) e
anelados (37°C por 30 min, 95 por 5 min e
descer temperatura gradualmente até 25°C) e,
entdo, ligados (T4 DNA Ligase) ao DNA
plasmidial, que é digerido com enzima de
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restricao e purificado via eletroforese em gel de
agarose 1%. Entdo, as bactérias NEB 5-alpha
Competent E. coli, que séo derivadas de DH5aq,
sédo transformadas com o plasmideo ligado e
plagueadas em LB-agar contendo ampicilina
para haver a selegdo overnight das bactérias
transformadas e, logo, a clonagem das
colénias escolhidas. Posteriormente, o0s
plasmideos sdo extraidos utilizando o kit
comercial Monarch® Plasmid Miniprep Kit e
submetidos ao sequenciamento Sanger para
validar a clonagem. (iii) Transfecg¢ao: cada tipo
de plasmideo é transfectado via eletroporagéo
em células hTERT RPE-1 e em células A549 e
sdo posteriormente selecionadas com o
antibiético correspondente. (iv) Validagdo dos
knockouts: as células selecionadas tém seu
DNA gendmico extraido e submetido a PCR e a
sequenciamento a fim de observar a diferenca
causada pela Cas9 no gene alvo. Além disso, a
perda da expressdo da proteina alvo é
confirmada por Western blot e
imunofluorescéncia. (v) Expansdo: os clones
confirmados como knockouts para cada um dos
genes sdo entdo expandidos em condigbes de
cultura padrao e preservados em criotubos no
nitrogénio liquido para experimentos futuros.

Resultados parciais

O desenho dos plasmideos para PARP14, para
p62 e para RNF114 foram bem-sucedidos.
Além disso, foram concluidos a fosforilagdo e o
anelamento dos gRNAs, seguidos da ligacao
do inserto no plasmideo eSpCas9(1.1), que foi
antes digerido com Bbsl. Ademais, foi feita a
transformacéo destes plasmideos em bactérias
competentes, a selegao via antibidtico, o
crescimento destes microrganismos e a
extracdo do DNA plasmidial, faltando apenas o
sequenciamento para validagdo e, assim,
finalizagdo da etapa de clonagem.

Conclusoes

A situacdo avancada do processo de clonagem
€ um indicador promissor de que o sistema
CRISPR/Cas9 foi montado adequadamente e
esta pronto para ser utilizado nas etapas
seguintes. A validagdo da clonagem via

sequenciamento Sanger € uma fase crucial
para o processo, pois comprova se 0s gRNAs
foram realmente ligados com sucesso ao
plasmideo. Com isso, estabelece-se, entdo, as
bases para as préximas etapas do projeto, que
sdo transfectar as células eucariéticas, validar
e expandir estas células que serdo knockouts.
Assim, sera possivel, promover experimentos
em células PARP14-KO, p62-KO e RNF114-KO
para elucidar o papel destas proteinas no
processo de ADPr em resposta ao interferon.
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