Ferramentas Moleculares para
Investigacao da Funcao Génica

Janaina de Freitas Nascimento, PhD
Pds-doutoranda

Laboratdrio de Bioquimica de Tryps
Departamento de Parasitologia - USP

janainafn@usp.br



O que € um gene?

Chromosome

DNA (Deoxyribonucleic Acid)

https://www.genome.gov/sites/default/files/tg/en/illustration/gene.jpg

Um gene é uma sequéncia de DNA (cujos segmentos componentes ndo precisam
necessariamente ser fisicamente contiguos) que codificam um ou mais RNAs ou
proteinas. (Portin & Wilkins (2017) Genetics)
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Como podemos investigar a
funcao de um gene?



TOpicos

Sistemas para regulacao dos niveis de mRNA
RNA de interferéncia — RNAI
Ribozimas - riboswitches

Sistemas para regulacao dos niveis proteicos
ddFKBP-Shid1
Auxin-inducible degron

e Sistemas para edicao génica
- Cre-loxP
- CRISPR-Cas



Sistemas para regulacao dos niveis de mRNA

RNA de interferéncia



RNA de interferéncia - RNAI

- Mecanismo de controle de expressao génica (miRNAs)

- Defesa contra virus e transposons (siRNA) — comges l
- Conservada em eucariotos ( -
- Componentes: | | RISC loading
- siRNA (small interfering RNA)/ miRNA (microRNA) @
- Dicer — endonuclease J,s'"""'m | passengersirand
- dsRBP — proteina de ligagao a dsRNA Q @
|

- Argonaute — proteina efetora
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Wilson and Doudna (2013) Annu. Rev. Biophys. 5:?:?:&: Eg:rzzao
[ MD







RNA de interferéncia - RNAI

Conservagao entre parasitas protozoarios
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TABLE 1. RNAI genes and classes of small RNAs identified in

protozoan parasites

Parasite siRNAs miRNAs  Argonaute  Dicer-like  RdRp
T. brucei + - + + —
L. braziliensis + ? + + —
E. histolytica + ? + ? I
G. intestinalis + + + - +
T. gondii + + = + +

Nicolas et al (2011) Plos Pathogens

Kolev et al (2011) Eukaryotic Cell



RNA de interferéncia - RNAI

Exemplos de sistemas utilizados em T. brucei

Linhagem transgénica de T. brucei expressando TetR e RNA T7 Pol
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Bellofatto and Palenchar (2008) Methods in Molecular Biology
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Sistemas para regulacao dos niveis de mRNA

Ribozimas - Riboswitches



Ribozimas e Riboswitches

- Ribozimas sao RNAs com atividade autocatalitica

- Riboswitches é uma estrutura encontrada nas regides 5’ ndao-traduzidas (UTRs) de mRNAs que
codificam genes metabdlicos, onde controlam a expressao génica adotando estruturas

alternativas de RNA na presenca ou auséncia de pequenos ligantes.



Riboswitches

Serganov and Nudler (2012) Cell
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Ribozimas - Riboswitches
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Ribozimas - Riboswitches
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Sistemas para regulacao dos niveis de proteinas

Sistema ddFKBP-Shld1



Sistema ddFKBP-Shld1

- FK506 binding proteins (FKBPs) sao pr— ;L-Zo
uma familia de proteinas \/ Pauna MoNtane 4\
(imunofilinas) que tem funcdo St cankor P'lK
3
Ari | mvcin Cytoplasm
regulatoria ou de chaperona. FKBP12 . Ré??;;,m |

se liga ao produto natural

imunossupressor FK506 e

rapamicina.

Nucleus

Tong and Yong (2015) Curr Mol Pharm



Sistema ddFKBP-Shld1

A
Mecanismo

- Utiliza a fusao de um dominio de i

desestabilizacao controlada por ligante ‘
(ddFKBP) a uma proteina de interesse. inactive

B OCH,

- A estabilizagao seletiva é alcangada por

ligacdo reversivel de um ligante

sintético, denominado Shield-1 (Shid1)

HOWEEOCH3

Banaszynski et al (2006) Cell

DD

POI

DNA Fusion

HsCO OCH;

L

Transcription
Translation

1, 2, hgand
\.,”‘\ Ilgand

active

Compound R

SLF*

Shid1

0
HOMR

e

o

OCH,



Sistema ddFKBP-Shld1

Paco Pino (2013) Molecular Microbiology
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Sistema ddFKBP-Shld1

Exemplo de sistema utilizado em Entamoeba histolytica
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Sistemas para regulacao dos niveis de proteinas

Sistema degron induzido por auxina



Mecanismo de resposta a auxina

- Auxina € uma das principais moléculas sinalizadoras em
plantas

- Componentes do sistema:

- Transport inhibitor resistant 1/auxin signaling f-box ' ‘/ 5 5
'\

(TIR1/AFB) — faz parte do complexo de ligacdo de
ubiquitina SCFTR/AFE que contém SKP1, CUL1 e RBX1

- Auxin/indole-3-acetic acid transcriptional coregulators
(Aux/IAA) — co-reguladores transcricionais

C ARF
- Auxin reponse factors (ARFs) — proteinas de ligacdo ao &
DNA sequéncia especificas

- Auxina promove a interacdo entre TIR1/AFB e Aux/IAA
e desencadeia a degradacao das proteinas Aux-1AA via
ubiquitinacao

Weijers and Wagner (2016) Annu. Rev. Plant Biol.



Sistema degron induzido por auxina (AlID)

TIR1Avo A &

Cullen

Transgenic
auxin receptor

Degraded
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SCETIRTIAA Complex

Brown et al (2018) Bio Protocols



Sistema AlD

Exemplo de sistema utilizado em Toxoplasma gondii

Linhagem transgénica de T. gondii expressando componentes dos SCF

Translation l
M1 M103

M103 cGMP binding S/T kinase  mAID-3HA
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Example 2

Brown et al (2017) mBio
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Sistemas para edicao génica

Sistema Cre-loxP



Sistema Cre-loxP

Utiliza dois componentes derivados do bacteriofago P1: a recombinase Cre e um sitio de

reconhecimento loxP.

Cre (cause recombination) recombinase, proteina de 38 kDa responsavel pela recombinacao intra
e inter-molecular nos locais de reconhecimento de loxP. Atua independentemente de quaisquer

outras proteinas acessorias ou cofatores.

Os locais LoxP (locus of X(cross)-over in P1) sao sequéncias de reconhecimento de 34 pares de
bases que consistem em duas repeticoes palindrémicas de 13 bp separadas por uma sequéncia

espacadora assimétrica de 8 bp de comprimento: ATAACTTCGTATA-GCATACAT-TATACGAAGTTAT.
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Sistema Cre-loxP

Aplicagoes do sistema Cre-loxP

Inversion Deletion Translocation

Image by Larissa Haliw
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Sistema Cre-loxP

Exemplo de sistema utilizado em Giardia

A Construct GFPN-mCherryfl-GFPC
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Wampfler et al (2014) International Journal for Parasitology
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Sistemas para edicao génica

Sistema CRISPR-Cas



CRISPR-Cas: Parte do sistema imune bacteriano

* CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

(Repeticoes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas)

 Cas: CRISPR associated proteins (Proteinas associadas ao CRISPR)

* |dentificados pela primeira vez por analise gendmica comparativa de
S. termophilus



Como as bactérias adquirem memaoria imunologica?

L

- pre-crRNA — CRISPR RNA precursor
- tracr-RNA —trans-activating CRISPR RNA

Thurtle-Schmidt and Lo, BMBE (2017)



Como as bacteérias utilizam a memoria imunologica?

o
N

Thurtle-Schmidt and Lo, BMBE (2017)




Os diferentes tipos de sistema CRISPR-Cas

Divididos em duas grandes classes baseados na complexidade das proteinas
associadas ao CRISPR:

Classe 1: Cas é um complexo com multiplas subunidades. Subdividida em tipos I, Il
e lV.

Classe 2: Cas é uma unica proteina. Subdividida em tipos I, V e VI.
Os tipos sao subdivididos em subtipos baseados na similaridade de sequéncia entre

multiplas proteinas Cas, na filogenia da Cas1 (a proteina Cas mais bem conservada),
na organizacao do gene nos loci CRISPR-Cas e na propria estrutura do CRISPR

Murugan et al, Mol. Cell Rev. (2017)



Os diferentes tipos de sistema CRISPR-Cas

Classe 1
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Componentes do sistema CRISPR-Cas9

* sgRNA: single-guide RNA — direciona a Cas9 para a sequéncia que sera
cortada

e Cas9: endonuclease que causa a quebra na dupla fita de DNA



sgRNA: 0 pegueno guia

Estrutura secundaria do sgRNA

Seed region (~10-12jt) c3rORNA repeat 40 52
" 1 ]

/

5F
7 / ! 2
: i RN 3
20-nt guide (spacer)

/ !
[ 11| em 65 50
tracrRNA antirepeat

/
80 .
Stem loop 1 linker

90
/

Stem loop 2

Stemloop3 I L1111

/ /
110 18

Motivo PAM: Proto-spacer Adjacent Motifs (Motivo adjacente ao
proto-espacador)

Sequéncia PFS: Protospacer-Flanking Sequence (Sequéncia
flanquadora do proto-espacador)

Corte cego em 3 bases
antes do PAM

Y

sequence to be targeted PAM
aaagagfjatatttcaggtacgagacgATGGAGGCGG
tttctcqtataaagtccatcgtctgcTACCFCCGCC

AT/ \PAM.
T /" crRNA
20nt target 4| ||| []||] *
tracrRNA

Jiang and Doudna, Annu. Rev. Biophys. (2017)
Thurtle-Schmidt and Lo, BMBE (2017)



Cas9: a "tesoura molecular”

Repeat:Anti-repeat

AT

180°

Q.l,)

' ‘ A Target DNA
Bridge helix

RuvC domain

REC e NUC: I6bulos de REConhecimento e NUClease
HNH e RuvC: dominios nuclease
Pl: dominio de interacdao com o PAM

Hsu et al, Cell (2014)



Cas9: mecanismo de acao

REC lobe

Bisordered,

Disordered,
NUC lobe RAM region

Cas9 in the apo state
(inactive)

Jiang and Doudna, Annu. Rev. Biophys. (2017)






Os diferentes tipos de sistema CRISPR-Cas Classe 2

D Type Il - Cas9

dual RNA

TS

dsDNA &

5
PAM
blunt cut

5

Tipo Il — Cas9
Dominios RuvC, HNH
nuclease
Alvo dsDNA
Estrutura do  Corte cego
corte
Requer Sim
tcraRNA?
PAM 3’ GC-rich PAM

Murugan et al, Mol. Cell Rev. (2017)
Koonin et al, Current Opinion in Microbiology (2017)



Como o sistema CRISPR-Cas pode ser
utilizado para edicao géenica?



CRISPR-Cas9 e os mecanismos de reparo

Cas9
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CRISPR-Cas9 e HDR: a combinacao perfeita

Cas9 Complex

Target Strand

1
Target Strand \L Target Strand

Homologous Region Homologous Region

3 i
Modified Target Strand

O g
Insert

https://sites.tufts.edu/crispr/genome-editing/homology-directed-repair/



https://sites.tufts.edu/crispr/genome-editing/homology-directed-repair/

Como editar o genoma utilizando o sistema CRISPR-Cas9:

* Disponibilizar para a célula:

1.

2.

3.

Enzima Cas9

SgRNA

DNA molde para reparo desejado

DNA Only

crRNA
20nt target | ||||[|]]]

RNA On|y 5’ cap Cas9 poly (A)

tracrRNA

crBNA
20nt target ||||| ||

RNA and Protein Cas9

tracrRNA

Thurtle-Schmidt and Lo, BMBE (2017)



CRISPR na pratica



Protocolo — Geracao das linhagens expressoras da CasO
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Protocolo — Geracao dos sgRNAs

T r’ target site seRNA scaffold
L2 I I 3’
¥ 15
PCR
T7 r) PCR product 2
2 ] [ R
3 L | | lsr
in vivo transcription

:ML sgRNA

T7: regido promotora de T7 RNA polimerase.

Target site: regiao do gene alvo reconhecida
pelo sgRNA.

Foward: especifico para cada regiao alvo de quebra de dupla fita
GAAATTAATACGACTCACTATAGGCCTCTTCGACCCGATCATCGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

Reverse: igual para todas as reacoes

AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTA

TTTCTAGCTCTAAAAC



Protocolo — Geracao dos cassetes de recombinacao

ATG p 33fw p 1558rv

[ 2

blastR/puroR

30bp 30bp

Fwd-puro CTGAGGGTTATCCTTGACGGCTGCTCCTTGACGCCATGACTGAATACAAGCCAACGGTTC
Rev-puro TCACATCTTGGATTTCAGCTCAAATGGTTTCTTAACTTAGGCTCCCGGCTTACGTGTCAT
Fwd-blast CTGAGGGTTATCCTTGACGGCTGCTCCTTGACGCCATGCCTTTGTCTCAAGAAGAATCCA

Rev-blast TCACATCTTGGATTTCAGCTCAAATGGTTTCTTAACTTAGCCCTCCCACACATAACCAGA



PCR controle de delecao 2
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Ensaio de atividade enzimatica
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E hora de pensar...
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1. Escolha o seu parasita favorito e justifique

2. Escolha o seu gene putativo favorito e justifique (veupathdb.org)

3. Estabeleca a hipotese para a funcao desse gene

4. Escolha duas técnicas que foram discutidas hoje (ou outras!)

5. Expliqgue como vocé utilizaria essas técnicas para investigar a funcao desse
gene e os resultados esperados

6. Cologue tudo no papel — maximo de 10 paginas!

7. Nao esqueca as referéncias.
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