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Resumo

Introducdo: Necroptose é uma via bioquimica de morte celular recém-descoberta,
independente de caspases, e com aspectos morfolégicos similares ao de necrose. A
ativacdo dessa via, que ocorre por diversos estimulos, entre eles receptores de morte e
sinais mediados por TRIF, envolve uma cascata de fosforilagdo das quinases RIPK1 e
RIPK3 e da pseudoquinase MLKL. A relevancia da morte celular por necroptose ja foi
demonstrada em diversas condicdes fisiopatologicas, incluindo infec¢cdes bacterianas e
virais, processos isquémicos, cancer e doencas autoimunes. Em diversos destes modelos
também foi descrito que os niveis de expressao de RIPK3 e MLKL sofrem modulacédo tanto
positiva quanto negativa e que a intensidade de expressdo destas moléculas se
correlaciona diretamente a sensibilidade da célula a indugcdo de morte por necroptose.
Porém, até o momento, existem relatos escassos na literatura a respeito dos mecanismos
que regulam a modulacdo destes genes, tanto em relagdo a quais sdo as vias de
sinalizacdo e fatores de transcricdo envolvidos quanto a caracterizacdo de suas regides
promotoras. Objetivos: Elucidar os mecanismos de modulacdo da expressdo génica de
RIPK3 e MLKL, por meio do estudo de suas regides promotoras e dos fatores de
transcricdo que as regulam. Métodos: Clonagem, ensaios de luciferase, CRISPR-Cas9
screening, western blot, reagdo em cadeia da polimerase, ensaios in vitro. Resultados:
Definimos, para o promotor de MLKL murino, uma regido minima responsavel pela
atividade promotora basal, que também é ativada apds estimulo com interferon gama,
através de ensaios de luciferase. Adicionalmente, verificamos que a expressao de MLKL
por interferon gama € mediada pela via da Janus Kinase, indicando que a via classica de
sinalizacdo por interferon participa ativamente desta modulacdo. Esta sugestdo foi
reforcada com dados de screening por CRISPR-Cas9 mostrando que ha uma regido
proxima ao inicio da transcricdo do gene de MLKL rica em regides regulatérias e com sitios
de ligacdo de STATL1. Esta regido, portanto, pode ser um elemento central na regulacdo da
transcricdo de MLKL frente ao estimulo com interferon gama através da via candnica de
JAK-STAT. Concluséo: ldentificamos regides promotoras importantes para a expressao
de MLKL murino tanto em condi¢gfes basais como ap0s estimulo de IFN-y, e que a via de

JAK-STAT participa deste processo.

Descritores: MLKL [ndo DeCS]; RIPK3 [ndo DeCS]; Regulacdo da expressdo génica;

Fatores de transcricédo; Necroptose
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1 INTRODUCAO

1.1 Necroptose: uma nova rota de morte celular

7

A classificagdo de morte celular € geralmente dividida em duas
categorias, sendo uma ativa e controlada bioquimicamente, denominada apoptose, € a
outra de forma passiva e/ou acidental, denominada necrose.

A morte celular por apoptose € coordenada pela ativacdo de
cisteino-proteases, denominadas caspases, e esta associada ao processo de
desenvolvimento embrionario e homeostase do organismo.) O fator de necrose
tumoral (TNF — tumor necrosis factor), bem como outros ligantes da familia dos ligantes
de morte, tais como o Fas ligante (FasL — Fas ligand) e o TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL), sdo capazes de induzir apoptose na maioria das células.®® O
fendtipo de uma morte apoptética normalmente ocorre de forma “silenciosa”, uma vez
gue as células mortas sdo eliminadas do organismo por fagocitos, sendo, portanto,
conhecida como uma morte “limpa” por ndo gerar um processo inflamatério.®4) Por
outro lado, a morte necrética é considerada resultado de um acidente celular biolégico
descontrolado e irregular, que normalmente desencadeia um processo inflamatério.®

Necroptose, por sua vez, € um mecanismo de morte celular regulado
bioquimicamente, que pode ser induzido por alguns dos mesmos iniciadores do
processo de apoptose.® Um fator contrastante entre estas duas vias é o estado de
ativacdo das caspases. Enquanto a apoptose é mediada por estas proteases, a
execucao de necroptose depende da inibicdo das mesmas.(”) Opostamente a apoptose,
o fendtipo da morte necroptoética gera um processo inflamatério similar ao da morte
necrotica. Assim sendo, por ser uma morte celular mediada biogquimicamente tal como
a apoptose, porém com uma morfologia semelhante a morte necrética, esse tipo de
morte celular, que teve sua descoberta em meados de 2012, foi denominada
necroptose.®9)

O arquétipo de inducéo de necroptose € o ligante de morte TNF, que
tem sido classicamente usado para ilustrar como um mesmo ligante pode desencadear
diferentes respostas, muitas vezes até antagonicas entre si. A estimulagéo do receptor
de TNF, receptor de TNF1 (TNFR1), pela ligagdo do TNF ou por anticorpos agonistas,

normalmente induz a formacéo de um complexo multi-protéico denominado complexo |,



que contém TNFR-associated death domain (TRADD), TNF receptor associated fator 2
(TRAF2), TRAF5, inibidor celular de apoptose (clAP1 — cellular inhibitor of apoptosis 1),
ClAP2 e receptor-interacting serine/threonine-protein Kinase 1 (RIPK1). Esse complexo
leva a ubiquitinacdo de RIPK1 pelos clAPs, que induz a estabilizacdo deste complexo,
permitindo o recrutamento e ativacdo da via canbnica do canonical nuclear fator kappa
B (NF-kB). Esta via induz a expressao de diversos genes ligados a sobrevivéncia e
proliferacdo, incluindo os proprios clAPs e também CASP8 and FADD-like apoptosis
regulator (cFLIP ou CFLAR). Porém, dependendo da intensidade e da extensdo da
ativacdo do TNFR1, um segundo complexo se forma a partir do primeiro, desta vez no
citosol, denominado complexo Il. Isto ocorre quando ha queda dos niveis de
ubiquitinacdo do complexo I, causada pela auséncia dos clAPs ou pela ativagdo de
deubiquitinases, tais como ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase (CYLD) e A20, que
causa a dissociacao de RIPK1 e fas-associated protein with death domain (FADD) do
complexo inicial. No citosol, o par RIPK1/FADD recruta a caspase-8, iniciando uma
cascata de ativacao de caspases, que culmina na ativacao de caspase-3 e -7, que leva
a célula a morte por apoptose. Na auséncia ou inibicdo de FADD ou caspase-8, um
complexo 1l alternativo (complexo llb) é formado, onde RIPK1 recruta RIPK3, que se
auto-ativa e ativa mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL), molécula
responsavel pela desestabilizacdo e ruptura da membrana celular através de um
mecanismo ainda nao elucidado completamente, levando a célula a morte por

necroptose.("1011) (Figura 1).
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(a) Formacao do complexo | junto & porcao interna do receptor TNFR1 ap6s estimulo
com TNF. (b) A estabilizagdo do complexo | leva a indugéo da transcricdo de genes
pré-inflamatoérios e de sobrevivéncia sob o comando de NF-kB. (c) Apés a
desestabilizagdo do complexo | ha a formacgao do complexo Il, que leva a inducao de
apoptose pela ativacdo das caspases. (d) Quando ha a inibicdo ou auséncia de
FADD, cFLIP ou caspase-8, o complexo Il pode induzir necroptose pela ativacdo de
RIPK1 e consequente ativacao de RIPK3 e MLKL.

Figura 1. Sinalizagdo molecular apds o estimulo por TNF

Além dos ligantes de morte, TNF, FASL e TRAIL, diversas moléculas
e compostos foram descritos como estimulantes da necroptose, tais como receptores
de células T (TCR — T cell receptor) e células B (BCR — B cell receptor), receptores do
tipo Toll (TLR3 e TLRA4), receptores de reconhecimento viral, tais como DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors (DAI) e retinoic acid-inducible gene | (RIG-1), além de
irradiacdo UV, irradiacdo ionizante, agentes quimioterapicos e de dano de DNA.(12-15)
Vale ressaltar que, para alguns iniciadores de necroptose, a participacdo de RIPK1 é
dispensavel e as vezes até mesmo antagonica.®6-18) Sendo assim, RIPK3 e MLKL s&o

as duas moléculas centrais na execucao do processo de morte necroptotica.

1.2 Processos fisiopatolégicos envolvendo RIPK3 e MLKL

Em teoria, da mesma forma que ocorre com a apoptose, 0 exXcesso
ou falta de necroptose poderia desencadear diversos mecanismos fisiopatologicos.
Com o advento de inibidores especificos de necroptose e camundongos nocautes para
os genes RIPK3, RIPK1 e MLKL, esta hipotese foi confirmada por varios grupos. Na
tabela 1 estdo compilados alguns dos processos fisiopatolégicos nos quais a

desregulacédo da necroptose foi demonstrada, e como esta alteracdo impacta nestas



doencas, que incluem desde patologias vasculares e doencas inflamatérias até
infeccbes e doencas neurodegenerativas.

A relevancia fisiologica da necroptose ficou evidente apds estudos
demonstrarem que o fendtipo letal de camundongos deficientes em caspase-8, que
morrem por volta do dia 10.5 (el0.5) do periodo embrionario, é revertido
completamente quando os camundongos também sdo deficientes em RIPK3.6:19 O
mesmo fendbmeno ocorre para 0os genes FADD e MLKL, ou seja, deficiéncia em MLKL
resgata o fendétipo letal de animais deficientes em FADD. %

A importancia da supressao da via de necroptose por caspase-8 néo
€ restrita apenas ao periodo de desenvolvimento embrionéario. A delecdo da caspase-8
em tecidos adultos, tais como pele e intestino, induz morte celular com caracteristicas
necréticas, que gera perda de homeostase tecidual, inflamacéo grave, e pode levar o
animal a 6bito. A confirmacédo que esta morte celular era, de fato, necroptose foi feita
pela delecdo de RIPK3 nestes modelos, que reduziu drasticamente os niveis de morte
e reverteu praticamente todos os sintomas associados.??) Da mesma forma, linfécitos T
deficientes em FADD ou caspase-8 morrem por necroptose quando ativados ou

estimulados por ligantes de morte.??

Tabela 1. Exemplos do envolvimento da necroptose em modelos experimentais de patologias
Perda de homeostase tecidual
Deficiéncia de caspase-8 ou FADD é letal durante embriogénese.

SIED Letalidade revertida pela delecédo de RIPK3 ou MLKL

. Deficiéncia de RIPK3 protege da colite induzida por delecdo de FADD ou
Intestino

caspase-8
Deficiéncia de RIPK3 protege a pele de lesdes que ocorrem na auséncia
Pele
de FADD e caspase-8

Sistema Deficiéncia de RIPK3 reduz inflamacao sistémica e pan-citopenia na

medula éssea. RIPK1 parece ser essencial para a sobrevivéncia de
células tronco hematopoiéticas
Patologias vasculares
Deficiéncia de RIPK3 protege funcionamento cardiaco e reduz a
infiltrac@o de células T

hematopoiético

Isquemia miocéardica
Rejeicdo ao
aloenxerto renal

Injaria cerebral
traumatica

Deficiéncia de RIPK3 preserva o funcionamento renal em aloenxertos

Nec-1 reduz morte cortical

Aumento na expressao de RIPK3 esté relacionado com lesdes em
macréfagos nos estagios mais avancados da doenca
Doencas neurodegenerativas

Arteriosclerose

Esclerose lateral
amiotrofica
Doenca de
Huntington

Nec-1 reduz morte do neurbnio motor

Nec-1 adia a perda da fungao motora induzida por auséncia de caspase-8

continua...



...continuacao

Doengas inflamatoérias
Deficiéncia de RIPK3 protege contra o choque agudo ou hiperagudo
causado por injecdo de TNF ou TNF mais inibidor de pan-caspases,
respectivamente
Deficiéncia de RIPK3 e MLKL reduzem os efeitos da pancreatite,
enquanto a deficiéncia de RIPK1 aumenta
Infecgcdes

Inflamacéo
sistémica letal

Pancreatite aguda

_Sralm.onell'a Deficiéncia de RIPK3 protege da gastroenterite

yphimurium

Deficiéncia de RIPK3 protege contra infeccfes virais que ocorrem na
auséncia de caspase-8

Fonte: Adaptado de Weinlich R, Oberst A, Dillon CP, Janke LJ, Milasta S, Lukens JR, et al.

Protective roles for caspase-8 and cFLIP in adult homeostasis. Cell Rep. 2013;5(2):340-8.21

Ch’en IL, Tsau JS, Molkentin JD, Komatsu M, Hedrick SM. Mechanisms of necroptosis in T cells. J

Exp Med. 2011;208(4):633—41.(22

Yoon S, Kovalenko A, Bogdanov K, Wallach D. MLKL, the protein that mediates necroptosis, also

regulates endosomal trafficking and extracellular vesicle generation. Immunity. 2017;47(1):51-

65.7.(23)

Roderick JE, Hermance N, Zelic M, Simmons MJ, Polykratis A, Pasparakis M, et al. Hematopoietic

RIPK1 deficiency results in bone marrow failure caused by apoptosis and RIPK3-mediated

necroptosis. Proc Natl Acad Sci USA. 2014;111(40):14436-41.@%

Weinlich R, Oberst A, Beere HM, Green DR. Necroptosis in development, inflammation and disease.

Nat Rev Mol Cell Biol. 2017;18(2):127-36.(2%

Citomegalovirus

1.3 Modulacdo da expressdao de RIPK3 e MLKL altera a sensibilidade a

necroptose

A presenca de receptor-interacting serine/threonine-protein Kinase 3
(RIPK3) é considerada como condicdo essencial para a inducdo de necroptose. @225
Da mesma forma, a delecdo de MLKL torna uma célula completamente insensivel a
inducdo deste tipo de morte celular.*) De acordo com a literatura, RIPK3 e MLKL
estdo constitutivamente expressos na maioria dos tecidos, com excecao do figado e do
cérebro. Dado que o cérebro ndo expressa RIPK3, o efeito protetor da necrostatina-1
(nec-1) na isquemia cerebral foi por algum tempo considerado duvidoso ou resultado
de uma acéo off-target deste composto. Porém, dados mais recentes mostram que a
isquemia é capaz de induzir a transcrigdo e tradugédo de RIPK3, tornando este tecido
sensivel a necroptose.?® Da mesma forma, a expressdo de RIPK3 foi observada em
figados de pacientes com cirrose alcodlica, ou esteato-hepatite ndo alcodlica, bem
como em seus respectivos modelos murinos®?®”?8) o que levou a uma mudanca no
conceito que o figado era totalmente resistente a inducéo de necroptose.

Alteragbes na expressdo de RIPK3 e MLKL foram observadas em

outros tecidos e sob as mais diversas circunstancias, alterando a sensibilidade destes a



inducdo de necroptose. Um aumento da expressdo de RIPK3 foi visto em infeccdes
virais incluindo HIV-tipo | (HIV-1), virus da herpes (HSV), citomegalovirus humano
(hCMV) e murinos (MCMV) quando comparado com células controle.(17:29.30)
Interessantemente, infecgdes virais sdo normalmente acompanhadas por uma resposta
de interferon,®? e estudos demostraram que tanto interferons do tipo | (IFN-B) e do tipo
Il (IFN-y), mesmo na auséncia de infeccao, induzem elevacdo da expressédo de RIPK3
e MLKL.®233) Os mecanismos pelos quais a infeccdo viral ou o tratamento somente
com interferons modulam essas moléculas néo foi investigado nestes estudos.

Além da resposta a virus, diversos estimulos, desde quimioterapicos
até extratos de plantas, tém sido reportados como indutores da expressao de RIPKS.
Por exemplo, em células de osteosarcoma foi observado um aumento significativo nos
niveis de RIPK1 e RIPK3 ap6s tratamento com shikonin de forma dose-dependente.4
Da mesma forma, acido palmitico induz o aumento de expressdo de RIPK3 em
cardiomidcitos®® e induz necroptose em macréfagos. @6

Interessantemente, também foi observada a reducdo ou completa
inibicdo da expressédo de RIPK3, especialmente em tecidos tumorais ou cancerosos.
Geserick et al.®") constataram que a expressdo de RIPK3 é muito baixa ou ausente em
células de melanoma, quando comparada com a expressao em melandcitos primarios
e células nervosas. A reducédo da expressao proteica de RIPK3 foi também descrita em
cancer de pulmao,©®® cancer de célon®) e em subtipos de melanoma metastatico.“%
Em leucemia mieldide aguda (LMA) além da diminuicdo da expressdo de RIPK3,®D
também foi demonstrado que a expressdo dessa molécula atua na supressao dessas
células tumorais, em conjunto com a ativagéo do inflamassoma.®“?

Da mesma forma, 85% das amostras de cancer de mama mostraram
reducéo na expressdo de RIPK3 se comparado com os tecidos normais adjacentes.®3
A expresséo ectopica de RIPK3 foi capaz de reverter a insensibilidade destes tumores,
bem como das linhagens provenientes de melanomas, a estimulos indutores de
necroptose.®”43) Similarmente, algumas linhagens de melanoma apresentam reducéo
na expressdo de MLKL, e o mesmo é valido para cancer de ovario, que tem a
expressdo reduzida de MLKL associada com um pior prognostico e sobrevivéncia
global dos pacientes.“344)

Em conjunto, estas observacfes sugerem que: 1) de fato, os niveis
de expressdo de RIPK3 e MLKL alteram a sensibilidade das células a inducdo de

necroptose, e 2) a supressao da via de necroptose possibilita, ou ao menos, facilita a



progressao tumoral. Desta forma, tratamentos que levem a um aumento da expresséo
das moléculas envolvidas em necroptose em conjunto com agentes ativadores desta
via, podem ser uma excelente oportunidade de se revolucionar o tratamento de cancer
anteriormente refratarios e de outras doencas que também se beneficiam da

insensibilidade a esta via de morte.

1.4 Regulacdo transcricional de RIPK3 e MLKL: um novo horizonte a ser

explorado

As primeiras evidéncias da regulacédo transcricional de RIPK3 foram
demonstradas nos mesmos trabalhos que mostraram a inibicdo de sua expressao em
alguns tipos de cancer, como foi parcialmente explorado na secdo de modulacédo de
RIPK3 e MLKL acima. Nestes primeiros trabalhos foi observado que 85% das amostras
de cancer de mama mostraram reducao na expressao de RIPK3 se comparado com os
tecidos normais adjacentes,*® sendo que o principal mecanismo descrito no artigo
relativo a inibicdo da expressdo deste gene foi a metilacdo do promotor na regido
adjacente ao sitio iniciador da transcri¢cdo (TSS — transcription start site).“3 O uso de
agentes demetilantes restaurou a expressdo de RIPK3 e sensibilizou estas células a
morte induzida por quimioterapia.

Alguns trabalhos vém elucidando possiveis mecanismos
moleculares envolvendo a regulacdo epigenética de RIPK3. Em diversos tipos de
cancer, a mutacdo da isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) gera um produto denominado
2-hydroxyglutarato (2-HG) que atua regulando a metilacdo de DNA através da inibicédo
da demetilase TET2 e associacdo com a DNA metil-transferase (DNMT1), estimulando
sua interacdo com o promotor de RIPK3, o que leva a uma hipermetilacédo, e reducao
da expresséo de RIPK3.49 A regulacdo da expressdo de RIPK3 em células cancerosas
também foi atribuida ao fator de transcricdo Specific protein-1 (Spl) e ao regulador
epigenético ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1 (UHRF1). Spl é
um regulador positivo da transcricdo de RIPK3, uma vez que sua interagcdo com o0
promotor de RIPK3 foi confirmada por imunoprecipitacdo de cromatina (CHIP), e a
mutac&o do seu sitio de ligacéo, inibindo sua ligacdo ao promotor de RIPK3, diminuiu

significantemente a expressao deste transcrito. UHRF1, contrariamente ao Spl, atua



mantendo os niveis de metilacdo de RIPK3, regulando negativamente sua transcricao,
dado que sua inibicdo aumenta os niveis de expresséo de RIPK3.(46)

Entretanto, o mesmo trabalho que demonstra que agentes
demetilantes restauram a expressao de RIPK3 em cancer de mama também relata que
0 mesmo ndo acontece com linhagens provenientes de cancer de célon, demonstrando
que o mecanismo de metilagdo néo € o Unico que atua na modulacdo desse gene.“3)

Um importante trabalho mostrou que a inducdo de necroptose em
macréfagos pode ser induzida através de diferentes vias de sinalizacdo que sédo
sempre dependentes da sinalizacdo via receptor de interferon alfa e beta (IFNAR1 —
interferon alpha and beta receptor subunit 1). A ativacdo de IFNARL1 induz a migracao
para o nucleo do complexo STAT1/STAT2/IRF9, conhecido como complexo interferon-
stimulated gene factor 3 (ISGF3), que induz a transcricdo de determinados genes. Este
mecanismo, principalmente através do fator de regulacdo por interferon-9 (IRF9),
resulta em uma constante ativacdo de RIPK3, uma vez que macrofagos IRF9-
deficientes se tornaram resistentes a necroptose induzida por lipopolissacarideo (LPS),
IFN-B e TNF, com reducao significativa dos niveis de fosforilagdo de RIPK3.¢47)

A regulacdo génica de MLKL, ao contrario de RIPK3, ndo possui
nenhuma evidéncia de regulacdo epigenética até o presente momento. Foi observado
que o aumento de MLKL em hepatite autoimune é dependente de IFN-y e ocorre
através da fosforilagdo e ativacdo do fator de transcricdo STAT1.¢4849 Neste mesmo
trabalho, a imunoprecipitacdo por CHIP identificou STAT1 associado ao promotor de
MLKL. Outros grupos de pesquisa também demonstraram a importancia ndo s6 do
STAT1, como também do fator de transcricdo IRF1 na inducdo da expressao de MLKL
mediante estimulos com IFN-I e IFN-Il em varias células de cancer.(05)
Adicionalmente, os mesmos trabalhos corroboraram o fato de ser uma regulacdo a
nivel transcricional, uma vez que o inibidor transcricional actinomicina-D reduziu
significativamente os niveis de RNA mensageiro (MRNA) de MLKL ou quando STAT1
e/ou IRF1 foram nocauteados.

Um recente trabalho revelou através de um screening que inibidores
com o dominio bromo (BET) atuam diminuindo a expressdo de MLKL. Mais
especificamente, € formado um complexo transcricional composto por bromodomain
protein (BRD4), IRF-1, p-TEFb e RNAPOolll, que se associam ao promotor de MLKL
estimulando sua expressédo, e quando esse complexo é inibido por BET, a transcricdo

de MLKL é negativamente regulada.®® Um micro RNA (miRNA) também foi



demonstrado como regulador pos-transcricional de MLKL, o miRNA has-miR-500a-3P
se associa a 3’ regides nao traduzidas (UTR — untranslated region) do mRNA de MLKL,
inibindo sua fosforilagdo e translocacdo para membrana plasmatica, tanto in vivo

quanto in vitro, em um processo de injuria renal aguda.®®

1.5 Regulacédo da transcricdo génica: componentes cis-regulatérios e as etapas

que regem a expressdo dos genes

Regulacdo ou modulacdo génica € o processo que determina o
momento, 0 nUmero e quais oS genes serao expressos e desempenhardo determinada
funcdo nas células. Essa regulacao é resultado de interacfes entre moléculas de DNA,
RNA e proteinas, e em eucariotos é extremamente complexa.(®45%)

Quando a expressdo de um gene € requerida pela célula, é
desencadeado um processo denominado “dogma central da biologia molecular” em que
a informacédo contida em um trecho de uma molécula de DNA é transcrita em uma
molécula de mRNA, em um processo denominado transcricdo, e traduzida em
unidades funcionais, denominadas proteinas, em um processo denominado
traduc&o.(46.57)

A regulacdo génica pode ocorrer em diferentes niveis, sendo eles:
transcricional (estrutural ou ndo), pos-transcricional, traducional e pos-traducional.

A regulacao transcricional estrutural, ou epigenética, € caracterizada
pelas alteracBes na acessibilidade do maquinario de transcricdo a fita de DNA, que é
dependente do estado de organizagdo e compactacdo da cromatina.®85% A cromatina
por sua vez é composta pelo conjunto de longas moléculas de DNA associadas a
histonas, que sdo proteinas que auxiliam na compactacdo do DNA.(©%61) Tanto
histonas, quanto a propria estrutura do DNA podem sofrer alteracbes quimicas, sendo
as mais frequentes a metilacdo em regidbes do genoma ricas em CG (citosina e
guanina),®? e metilacdo e/ou acetilacdo de histonas.(®364 Essas alteracdes influenciam
a expressdo de determinados genes sem que haja alteracdo na sequéncia de bases do
DNA. (65

Uma vez ocorrido o remodelamento da cromatina, ha o inicio da fase
de regulacdo transcricional nédo-estrutural, com a holoenzima RNA polimerase I

(RNAPoll) se associando a uma regiao localizada a montante (upstream) ao gene em
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questao. Esta regido, denominada regido promotora, € composta por sitios de ligacao
(binding site) que auxiliam o reconhecimento e ancoramento da RNAPII e outros
elementos regulatoérios, tais como os fatores de transcrigdo (TFs — transcription factors)
(Figura 2-A).(66-69 Além da regido promotora, outra regido que contém sitios de ligagdo
e pode atuar na regulacdo da expressdo de um gene € chamada de regido
acentuadora, ativadora ou elemento potenciador (enhancers). Enhancers sao
sequéncias de DNA que podem estar proximas ou distantes ao promotor do gene em
qguestao e, por meio da interagcdo com a regido promotora, podem atuar na modulacdo
deste gene.®570) As regiGes de enhancers atuam através da formacgdo de uma alca
(loop), para que haja o contato da sua regido com a regido promotora, ou através da
ligacdo de proteinas especificas (Figura 2-B).(Y) Antagonicamente ao enhancer,
existem regides denominadas silenciadores ou repressores (silencers) que atuam
inibindo a transcricdo de determinado gene, uma vez que, ao invés de se ligarem a TFs
ativadores, se ligam aos TFs silenciadores/inibitérios.("273)

A transcricdo génica segue um nivel basal, ou seja, 0s genes sao
expressos nas células de forma constante. E justamente a presenca ou auséncia de
elementos regulatérios como TFs e a atividade dos enhancers ou silencers que levam
ao aumento ou diminuicdo da expressao desses genes em condigdes especificas.(™479)
Este balanco de elementos regulatdrias é extremamente importante para a regulacéo
da expresséo génica e, portanto, estritamente controlado.

Regides denominadas como cis-regulatorias sédo regibes nao
codantes do DNA, ou seja, que ndo codificam proteinas, tais como a regido promotora
e enhancers. Esses, por sua vez, atuam como sitios de ligacdo para elementos trans-
regulatérios, como TFs, que regulam a abundancia do RNA transcrito.(’® Mais detalhes
acerca dos TFs estao descritos na proxima secao.

No momento da transcricAo, a primeira base transcrita €
denominada de TSS, e essa posi¢cao convencionalmente é numerada de +1. As bases
upstream e downstream a ela sdo numeradas negativamente (ex: -2, -3) e
positivamente (ex: +2, +3), respectivamente.(’."8) Nesta regido, em torno do TSS,
usualmente se encontra a regido central (core) do promotor, ou seja, a regido minima
necessaria por iniciar a transcricdo.989) E nesta regido que ocorre o ancoramento da
RNAPII e dos TFs gerais, que sao responsaveis pelo posicionamento da RNAPII e

auxiliam no inicio da transcricdo, como ilustrado na figura 2-A.(Y
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A regido core geralmente se estende por aproximadamente 40-60
pares de bases (pb) upstream ao TSS.®°79) Varios elementos moduladores da
transcricdo génica reconhecem e se ligam a sequéncias especificas na regido core do
promotor, sendo elas o TATA-box, Iniciador (Inr), Downstream Promoter Element
(DPE), DownstreamCore Element (DCE), a TFIIB-Recognition Element (BRE), e Motif
Ten Element (MTE).(69.82-84) Apesar de essas sequéncias serem descritas como regides
altamente conservadas, vale ressaltar, no entanto, que nenhuma dessas sequéncias
Sao universais, ou seja, ndo sdo encontradas em todos os promotores, demonstrando

mais uma vez a complexidade deste processo.

> Activators Promoler
= ne
DNA Caa - | e
s “—— ™ Distal control
(specific) Enhancer " gjament TATA box
Ze g General
Transcription (basal) "mmlpﬂon
factors Transcription '“'°"
DNA-
factors bmdlng
prolem J
Gvoup of mediator proteins

/\ | -

% polymerase II
- +100

Proximal Core

i
Enhancer
promoter Promoter RNA
polymeraso 1

Transcription
initiation complex RNA synthesis

(a) Regiao promotora destacando a regido de enhancer, promotor proximal e core do
promotor em relacdo a distancia do transcriptional starting site (TSS). (b) ilustracdo de
como ocorre o looping da fita de DNA transcrita para sua associa¢cdo com enhancers
e fatores de transcrigdo.

Fonte: Adaptado de Ohler U, Wassarman DA. Promoting developmental transcription.
Development. 2010;137(1):15-26. Figure 1, Cis-acting DNA transcriptionregulatory
elements. p. 16.69

Figura 2. Regulacdo da transcricdo génica

Adjacente a regido core, encontra-se a regido proximal do
promotor,(’® caracterizada como a regido onde ocorre a ligacdo de TFs especificos
para a regulacdo daquele determinado gene, como representado na figura 2-A.(6 A
extens&o da regido promotora total pode variar de 100 a 3000pb upstream ao gene.®")

Uma vez que a molécula de mRNA é transcrita, ela esta sujeita a
regulacdo pos-transcricional, que esta relacionada as modificagdes na molécula de
MRNA, sendo as principais a poliadenilacdo, que é a adicdo de uma cauda poli-A na
extremidade 3’, composta pela ligagao de 80-200 residuos de adenina, e o capping ou
CAP 5. Ambos atuam na estabilizacdo do RNA, auxiliando sua exportacdo para o
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citoplasma e sua ligacdo aos ribossomos.®-9) Além disso, hA o mecanismo de
splicing, responsavel pela remocdo das regibes ndo codantes do RNA (introns) e
ligacdo das regides codantes (éxons).®) Esse mecanismo pode acontecer de forma
alternativa, gerando uma variedade de diferentes transcritos, mesmo que oriundos de
um mesmo gene.(®?

A regulacdo a nivel traducional se refere as modificacdes que podem
ocorrer durante a sintese proteica, que tem por consequéncia a parada da traducéo,
inibindo-a completamente ou mesmo formando proteinas incompletas ou truncadas.®3
Por fim, a regulacdo pos-traducional se da pelas modificacbes quimicas que ocorrem
apos a sintese proteica, podendo levar a ativacdo, reativagao, inibicdo ou degradacao
das proteinas formadas, por mecanismos tais como enovelamento, pontes dissulfeto,

fosforilagdo, ubiquitinacéo, sulfatacédo, metilacéo, glicosilagdo ou mesmo clivagem.(®49)

1.6 Fatores de transcricdo: atuacdo dos fatores trans-regulatérios que

orguestram a expressao génica

A regulacao transcricional € orquestrada por uma série de proteinas
regulatérias denominadas TFs, que atuam na ativacao ou inibicdo da expressdo de
determinado gene através de sua ligacdo aos sitios de ligacdo do DNA, seja em
regiGes promotoras, enhancers ou silencers, como ja foi discutido acima.®®)

Os TFs regulam, juntamente com outros elementos regulatorios, a
taxa de transcricdo de diferentes genes em diversos processos biolégicos,
principalmente em situacdes especificas, ou seja, que sao requeridos de acordo com a
necessidade da célula. Um exemplo é a reposta de células mamiferas mediante a uma
infeccdo viral, em que o material genético do virus ativa os TFs IRF-3 e IRF-7, e uma
vez ativos, formam um complexo de transcricdo em promotores de determinados
genes, induzindo sua expressao, que consequentemente codifica proteinas com
propriedade antivirais.©7:%)

As sequéncias nucleotidicas em que os TFs se ligam ao DNA com
alta afinidade e avidez s&o denominadas dominios ou sitios de ligagdo no DNA (DBS -
DNA binding site).(®®1%0) Esses sitios de ligacdo sdo geralmente conservados entre as
espécies e sdo usados para caracterizar e classificar o TFs em diferentes

familias.(191:102) Entretanto, ha diferentes graus de afinidade de um determinado TF a
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diferentes sitios de ligacdo, o que dificulta a acuracia de representar um sitio de ligacéo
usando sequéncias consensos. Sendo assim, esta afinidade é representada utilizando
matrizes de frequéncia das bases nitrogenadas nas posi¢des especificas da interagédo
com o TF (PSFM — Position Specific Frequency Matrices).(103.104)

Fatores de transcricdo contém trés importantes dominios em sua
estrutura, sendo eles o dominio de ligacdo ao DNA (DBD — DNA bind domain),
responsavel por sua ligacdo aos sitios especificos no DNA, o dominio de ativacdo (TAD
— transactivator domain), responsavel por sua interagdo com outros componentes do
complexo iniciador da transcri¢cdo, servindo como um dominio ativador e, por ultimo, o
dominio de interacdo com outras proteinas, responsavel pela sua associacdo com

outros fatores, formando homo ou hetero-dimeros (Figura 3).(105-107)

___activation
domain

DNA-binding
DNA /domain

4 o )

DNA-binding site
llustracdo da ligacdo de determinado fator de transcricdo ao
seu sitio de ligagcdo ao DNA (DNA-binding site), e seu dominio
de ativacéo.

Figura 3. Ligacdo do fator de transcricdo ao DNA

De acordo com seu dominio de ligacdo, os TFs podem ser divididos
em diferentes familias/grupos, sendo os principais:

e Helix-loop-Helix (HLH), caracterizado por duas a-hélices
conectadas por uma alga. Ex: myoblast determination protein 1 (MyoD);(19)

e Helix-turn-helix (HTH - homeodominio), caracterizado por trés a-
hélices. Ex: Homeobox (Hox);(1%9)

e Zinc finger (ZNF), caracterizado por duas a-hélices e uma folha 3
pregueada estabilizadas por um ion zinco. Ex: Specific protein 1 (Sp1);(110 e

eBasic leucine ziper (bZIP), caracterizada por uma a-hélice que faz
contato com o DNA e o ziper de leucina, que serve para formagdo do dimero. Ex:
Activator protein (AP-1 /Fos-Jun).(11)
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Como ja citado na secdo anterior, existem TFs ativadores e
repressores, que atuam ativando ou inibindo a transcrigdo génica, respectivamente.12)
Esta diferenca na execucao dos TF pode ser resultante de sua interacdo com proteinas
co-ativadoras ou co-repressoras, ou até mesmo pela sua interagdo com uma sequéncia
de DNA especifica.(113-116) Além dessas interagées, diversos FTs podem ser modulados
por mecanismos poés-traducionais, sendo a familia dos STATs um exemplo de TFs que
precisam ser fosforilados para serem ativados e, consequentemente, conseguir se ligar
ao DNA.(117’118)

1.7 Via de sinalizacao do interferon

Interferons (IFNs) sdo citocinas centrais na modulacdo da resposta
imune, especialmente frente a infec¢des virais e efeitos anti-tumorais. A familia dos IFN
se resume a trés principais classes: IFN do tipo | que compreendem 13 subtipos de IFN
(14 em camundongos), dentre eles alfa, beta e dGmega, sendo que todos se ligam ao
mesmo receptor na superficie da célula, conhecido como receptor de IFN do tipo |
(IFNAR).(19) A segunda classe de IFN, s&o os IFN do tipo I, gue compreende apenas o
IFN-y, que por sua vez se liga ao receptor de IFN-y (IFNGR).(120) A terceira classe sdo
os IFN do tipo I, ou IFN-A, também conhecidos como IL-28 e IL-29 e com func¢des
semelhantes ao tipo |. Diferente do IFN tipo Il, que & produzido por linfocitos T e
células NK, o IFN-I pode ser produzido por todas as células nucleadas em resposta a
infeccdes virais. (119:120)

Os IFN sao grandes reguladores da expressao génica envolvidos em
diferentes processos antivirais e inflamatoérios. O receptor de IFN do tipo | possui duas
subunidades, IFNAR1 e IFNAR2, e quando ativado € capaz de recrutar as tirosino-
quinases (Tyk2) e Janus tirosino-quinase (Jakl), que, por sua vez, fosforilam STAT2 e
STAT1. Uma vez fosforilados, estes TFs formam um complexo com o IRF9, também
conhecido como complexo de fator génico 3 estimulado por IFN (ISGF3), o qual é
responsavel por iniciar a expressdo de genes responsivos ao IFN.2D) Além deste
complexo, IFNs do tipo | também podem induzir fosforilacdo e consequentemente
dimerizacdo e ativacdo de STAT3, STAT4, STAT5 e STAT6.(122)

O receptor de IFN-y (IFNGR) é composto pelas subunidades
IFNGR1 e IFNGR2, que quando estimuladas pela ligacdo do IFN-y, ativam Jakl e
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Jak2, resultando na homodimerizacédo e fosforilagdo do STAT1, o principal fator de
transcricdo envolvido na ativacao da transcricdo génica de genes responsivos ao IFN-
Y_(120,123)

Apesar da via de sinalizagdo JAK-STAT brevemente descrita acima
ser a mais estudada, hoje ja se sabe que apenas a ativacdo desta via pode nao ser
suficiente para gerar todas as atividades biologicas desencadeadas por IFNs. Algumas
destas vias, as quais denominamos de via de sinalizagdo né&o-classica ou via de
ativacdo por IFN independente de JAK-STAT, podem ocorrer em paralelo ou
independentemente da ativacdo de JAK-STAT.(124-128) Ag evidéncias em torno desta
tematica ainda estdo em desenvolvimento, com a necessidade de um melhor
entendimento em que condicBes especificas estas vias sdo ativadas e qual a

contribuicao relativa das mesmas.

1.8 Edicdo genbmica e a técnica de CRISPR-Cas9

A habilidade de se editar genomas existe desde o inicio dos anos
1970, com o advento das enzimas de restricdo,*?®) posteriormente passando pela
descoberta das técnicas com as nucleases dedos de zinco (ZINC Finger),(*39) efetores
da ativacdo da transcricdo (TALENSs — transcription activator-like effector nucleases)®3)
e mais recentemente, a técnica de CRISPR-Cas9.(132.133)

O sistema repeticbes palindrobmicas curtas agrupadas e
regularmente interespacadas (CRISPR - clustered regularly interspaced short
palindromic repeats) consiste em um mecanismo de defesa presente em alguns tipos
de bactérias, que reconhece e armazena pequenas sequéncias genbmicas dos
organismos invasores em seu préprio genoma de forma inter-espacada e repetidas
entre si. Esse armazenamento do genoma do invasor funciona como uma espécie de
memoria, de tal forma que quando a bactéria é infectada novamente pelo mesmo
invasor, h4 o reconhecimento e clivagem destas mesmas sequéncias por uma
nuclease guiada pelos fragmentos genémicos da primeira infeccdo. Esse sistema é
denominado de CRISPR.(134-137)

Baseado neste sistema imune, as cientistas Jennifer Doudna e
Emmanuelle Charpentier dotaram-se de técnicas de engenharia genética para transpor

este maquinario para um sistema que fosse capaz de ser manipulavel e editar
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genomas, surgindo assim a técnica de CRISPR-Cas9.132 O sistema CRISPR-Cas9
contém dois principais componentes: a nuclease Cas9 e o RNA guia (QRNA). A Cas9 &
capaz de clivar a dupla fita de DNA ao reconhecer uma sequéncia esparagadora
denominada PAM (proto-spacer adjacente motive) que é responsavel pelo
recrutamento e ativacdo da Cas9 e situa-se duas a trés bases adjacentes ao seu sitio
de clivagem.®®) A sequéncia PAM é especifica de acordo com a origem de cada Cas,
por exemplo, em Streptococcus pyogenes a sequéncia PAM é 5 -NGG -3'.(1%9) O
(gRNA) por sua vez é uma sequéncia de aproximadamente 20-22pb complementares a
sequéncia alvo no genoma, o qual tem a funcdo de guiar a Cas9 até o alvo para
realizar a quebra da dupla fita do DNA e consequentemente a edicdo genémica.140
ApO6s a quebra da dupla fita de DNA, seu reparo é feito
principalmente por dois principais mecanismos: recombinagcdo homologa (HDR -
Homologous Direct Recombination) e recombinacdo ndo homologa (NHEJ — Non-
Homologous End Joining). A recombinacdo homdloga faz a reparacdo do DNA com
base na informag&o contida em um DNA molde, e neste tipo de reparo, a sequéncia
final é idéntica a sequéncia contida na sequéncia molde, ou seja, esse tipo de
recombinagdo é utilizado para fazer insercdes ou correcées (knock-in).(4D J& na
recombinacdo ndo homologa, as pontas do DNA sdo apenas unidas sem a presenca
de um molde, podendo na grande maioria das vezes gerar pequenas mutacdes como
insercbes, delecbes e substituicbes, ou seja, este tipo de reparo é utilizado para
mutacOes e perda de funcdes génicas.**? A figura 4 abaixo exemplifica o sistema

CRISPR/Ca9 e os diferentes reparos do DNA.
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Fonte: Cribbs AP, Perera SM. Science and bioethics of CRISPR-CAS9 gene editing: an analysis
towards separating facts and fiction. Yale J Biol Med. 2017;90(4):625-34. Figure 1, CRISPR-Cas9
and CRISPRi mediated gene-editing mechanisms; p. 626.(143)

Figura 4. Sistema CRISPR-Cas9
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Com o avanco da técnica de CRISPR-Cas9 foram surgindo novas
propostas para suas aplicacbes, das quais vamos ressaltar duas nesta secao:
biblioteca de CRISPR e CRISPR por interferéncia (CRISPRi) (CRISPR para
inativacao).

As bibliotecas de CRISPR sédo amplamente utilizadas para estudos
funcionais em larga escala afim de se melhor compreender uma série de processos
biolégicos por meio de estudos de ganho ou perda de funcdo de genes individuais ou
regides regulatérias do genoma.®*4 A ideia das bibliotecas de CRISPR é criar uma
populacao de células com diferentes genes ou regides modificadas em cada célula e
analisar qual o impacto dessas modificacbes através de sequenciamento de nova
geracdo (NGS - new generation sequencing) e analises fenotipicas, como por
exemplo, ensaios de sobrevivéncia. Esses ensaios permitem identificar sequéncias
essenciais ou pelo menos importantes para sobrevivéncia ou regulacdo génica de uma
determinada célula sobre condi¢des normais ou induzidas, como por exemplo, por
alguma droga de interesse. Dessa forma, em um Unico experimento, € possivel estudar
um grande numero de alvos a fim de entender melhor o modelo de estudo a ser
avaliado, e conseguir categorizar quais os melhores candidatos para serem validados
individualmente posteriormente.(145-147)

A inativacdo da regulacdo génica por CRISPR, ou também
conhecida como CRISPRI, é uma das aplicacdes que ocorrem em decorréncia da
mutacdo da nuclease Cas9, que ao ter seus sitios cataliticos silenciados, passa a ser
considerada uma Cas9 inativa, ou “dead” Cas9 (dCas9).(148-150) Para exercer sua
funcdo de inativadora/supressora da regulacdo génica, essa dCas9 é acoplada com
algum fator inibitério da transcri¢cdo génica, sendo o mais comumente aplicado, o fator
de inibicdo Krueppel-associated box (KRAB), formando entdo o complexo inibidor da
transcricdo génica CRISPR-dCas9-KRAB,!%) que atua regulando negativamente a
iniciagdo da transcricdo génica quando préximo em até 1 kilobase (kb) de distancia da
regido de inicio da transcri¢éo.®5%

Diante de todo cenario apresentado e apesar de ja existir, como
demonstrado acima: 1) uma literatura bastante extensa sobre a relevancia da via da
necroptose nas mais diversas patologias e processos fisioldgicos; 2) um corpo de
evidéncias crescente sobre a variacdo de expressao dos genes RIPK3 e MLKL e como
isso influencia em determinados processos fisiologicos e 3) uma correlagdo bastante

forte quanto a sensibilidade das células a necroptose e 0s niveis de expressao de
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RIPK3 e MLKL; a regulacdo transcricional desses dois genes ainda é muito pouco
entendida. Quando iniciamos este projeto, ndo havia nenhum dado na literatura acerca
da regulacgédo transcricional ndo-epigenética de RIPK3 e MLKL e, ao longo dele, alguns
trabalhos foram publicados acerca do tema.

Apesar destas publicacbes, a definicAo da regido promotora de
RIPK3 e MLKL parece variar de um trabalho para outro, e além disso, nenhum desses
trabalhos editou o sitio de ligacdo de determinado fator de transcricdo no promotor
endogeno de determinada célula, para comprovar que aquele sitio e,
consequentemente, aquele fator de transcricdo realmente impacta na regulacdo de
RIPK3 e/ou MLKL.

Com isso, este projeto tem como finalidade desvendar os
mecanismos pelos quais a expressédo génica de RIPK3 e MLKL é modulada, no intuito
de se compreender quais as vias bioquimicas, os TFs e as regides promotoras que
controlam este aspecto tdo importante na vida e morte das células.

A determinacdo de como estes genes sdo modulados é de vital
importancia para o entendimento de como a sensibilidade aos estimulos necroptéticos
pode ser alterada dependendo do estimulo presente. Isto abre a possibilidade de
estratégias de intervencdo nos casos onde o aumento ou a diminuicdo da expressao
destes genes é desejado. Como exemplo, € possivel citar o caso de tumores que nao
expressam RIPK3 e que sdo resistentes contra estimulos indutores de necroptose.
Estes se tornariam sensiveis aos mesmos caso saibamos como induzir a expressao de
RIPK3 nestes tecidos.

Além do escopo da morte celular, RIPK3 e MLKL agem em outras
vias de sinalizacdo, tais como a inducdo de inflamassoma, o controle do tréfico de
vesiculas, a expressdao de quimiocinas e a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias.(52153) Sendo assim, o conhecimento a ser gerado neste projeto pode

também possibilitar a manipulagédo destas vias.

1.9 Objetivos

1. Clonar a regido putativa dos promotores em construtos com

genes-reporter;
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2. Estimular as células contendo estes construtos com diferentes
estimulos que sabidamente levam a expressao destas moléculas;

3. Determinar a regido promotora minima do MLKL e do RIPK3 in
silico e por dele¢bes sequenciais dos construtos;

4. Analisar in silico os sitios de ligacéo a fatores de transcricdo nos
promotores;

5. Elucidar os fatores de transcricdo que realmente se ligam aos
promotores;

6. Mutar pontualmente ou editar as regidées promotoras para alterar
os sitios de ligacéo dos fatores de transcricdo ao promotor;

7. Mutar os promotores originais em diferentes células e avaliar o
impacto da modulacdo de RIPK3 e MLKL apds os diferentes estimulos;

8. Intervir nas vias de regulacdo dos fatores de transcricdo
possivelmente envolvidos (ou supressdo dos mesmos) para determinar sua
participagdo relativa na modulagdo da expressdo génica durante os diferentes

estimulos.
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2 METODOS

2.1 Anélise in silico dos promotores de RIPK3 e MLKL

2.1.1 Andlise in silico dos promotores de RIPK3 e MLKL e dos fatores de

transcricao

Para andlise in silico das sequéncias que constituem os promotores
de RIPK3 e MLKL humano (hMLKL) e murino, foram utilizados dados provenientes do
National Center of Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e
University of California, Santa Cruz (ucsc Genome Browser)
(https://genome.ucsc.edu/). Os dois bancos de dados foram utilizados para
comparacao e confirmacdo dos dados. As sequéncias de referéncias utilizadas para

analise dos promotores encontram-se resumidas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de referéncias utilizadas para os genes e para 0 mRNA de RIPK3 e MLKL
humano e murino

Sequéncias de referéncia para o gene de RIPK3 e MLKL

Sequéncias de -
Humano Murino

referéncia )
(MLKL e RIPK3) (MIkl e Ripk3)
NC_000014.9 (NCBI) NC_000080.6 (NCBI)
Gene de RIPK3 uc001wpb.4 2 (UCSC) uc007uav.2 2 (UCSC)
NC_000016.10 (NCBI) NC_000074.6 (NCBI)
Gene de MLKL uc002fdb.3 2 (UCSC) uc009nme.2 (UCSC)
RefSeq mRNA
(NGB do RIPKS NM_006871.3 NM_019955.2
Refseq mRNA (NCBI) NM_001142497.2 NM_001310613.1

de MLKL

Para a predicdo das sequéncias dos promotores o software
Gene2Promoter foi escolhido, o qual encontra-se disponivel no site Genomatix-NGS
Data Analysis & Personalized Medicine (https://www.genomatix.de/). O banco de dados
Eukaryotic Promoter Database (EPD) também foi utilizado para consulta e comparacéao.

Para analise dos TFs que potencialmente se ligam aos promotores
de RIPK3 e MLKL foi utilizado o software Matlnspector, também disponivel no site do
Genomatix e sua caracterizagdo é descrita em Cartharius et al.(*>%

Para os ensaios de atividade dos promotores humano e murino,

escolhemos como metodologia os ensaios de luciferase. Nestes ensaios, a regiao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://genome.ucsc.edu/
https://www.genomatix.de/
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predita de um determinado promotor é inserida em um plasmideo logo a frente de um
gene reporter, que passa a ficar sob a regulacdo desta regido clonada. Assim, a
expressdo do gene reporter (em nosso caso a luciferase) passa ser uma medida de
atividade daquela regiao do promotor clonada.

Em todos os casos, houve variagcdo nas sequéncias preditas por
cada uma destas ferramentas, sendo que, em geral, a ferramenta Genomatix apontou
regides maiores do que as da ferramenta EPD (Figura 5). As sequéncias que foram
extraidas do Genomatix (Genomatix.de) e clonadas no vetor encontram-se no apéndice
1, juntamente com sua data de acesso ao banco de dados.

E interessante, porém, notar que toda a regidio prevista pela
ferramenta EPD estd contida na sequéncia prevista pela Genomatix, indicando que
possivelmente a ferramenta EPD €& bem mais restritiva ao apontar as potenciais
sequéncias promotoras (Figura 5).

Como forma de entender se as regides preditas in silico possuem
elementos comuns a outras regides promotoras, fizemos uma busca de sequéncias
TATAbox e CAAT box, e como pode ser observado na figura 5, foram encontrados
potenciais sequéncias destes elementos nos dois potenciais promotores, aumentando
as chances de que a sequéncia predita seja realmente a regido promotora destes

genes.
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Predigio da sequéncia pramotora de MLKL Murino
[n) FEPD-PEukaryotic Pramoter Database

0001 AACCACATGGTGGCTCACAACCATCT GTAATGGGTTCTGATGCCCTCTTCTGGTATGTCTGAAGACAATGAC AGTGTACTCACATAATATAAARATAAATA 100
0101 AATCTTTAATAAAGAAAAGAAGTGAGAAAACAGGTAAACTAAGCCCCCCAGACATCCCTGAACTATGTT GCCTCAAAGTAAAATGTCTCCCCATACAATT 200
0201 TATTTCTATTCTTTCCCAGCTATATAGC ATGAGTCAGCCAACGGCATTTTCTTCTTTCTTTCCTTCCTCTTTT TAAATTTTGTTTTAGTTTTATTTTTGA 300
0301 GATATATATCTCAACATATATCtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtagagetttag cgctcttggaactggatttgtaaacta 400
0401 ggttggcctcgaactcacagagatcctgag tgctgggactcaaggtctgtgeccaccaccaactagectaatgaaaggttatttettatactagetaactgg 500
0501 gggtataactgacaaataataaactcatcttgaaaaataacaaagtttggagatgaccttagaaggggaaaaaaaggaactgacccctacttgggtaact 600
0601 tcacactcccttaaacttcctccattactctccatcccecctgecccagg attattcaacacaaagcagctaaaggaaccgcectcagcacttctacgggtta 700
0701 cctccatttttatgtatttaccggtgtggtatgcatgegtttgegtgeccagggecagtgecacacgttgaagtcagaggacaaggecttttgectegagag 800
0801 aggaaaatgactcaggacatccgcctcactttcegttttetttttetttttetttettttttttttt ttttaattatgctgaagttccaggctatccctta 900
0901 cactggctatcagggctctctgcaaccttattttctcaacccccaaattcaagacctcaaacagagaacctgggaagagtaactatttaatggatttggg 1000
1001 gaaagaatcagccaactaggggcttcaactgggagctgtccagagagecgggtgtgggaagetggcatatcteccagtaggagta gaaagccgggggaagge 1100
1101 gtgtcaaactggccgcggcttcCGGAGCAGAACTCTGGACAGARATAGCTGTCGGACAGGTTGGTTTTGAGGACTCTGCTGGAGCATTGCTGCGTTGGCC 1200
1201 CAAATTTGACTTTAGGCGGGAACCGCGGCTGGTGCGGAGTTCCTCCGAGAGGCGAGAGCTTTAAGGTTGCACCAAGGGAGGGGACTCAGGACACCGGGG A 1300
1301 CCTGCTCCGACCTGGCGTGCATTGTCAACGAGGCAGAAGACCGCGGTCCGGGAGCGGCGGGAGACTGATGATCCTACAGGAACT ' el T. C
T 5 GCGCGGCAGGAGGAAGCAGGAGAATCCCAGAATCACAG ATTGGACTTCCTGGAACT 1500
1501 TAGthgagttggttthattccctaactaaatt gggctgttattctgctgagatctctgetgacctttttttgeccaaggaggatggagatcgaggaat 1600
1601 ggcattcgaggaaaggcaaaag 1622
[[B) Bsene2Pramcter: Genamatix — NGS Data Analysis & Personalized Medicine

0001 AACCACATGGTGGCTCACAACCATCTGT AATGGGTTCTGATGCCCTCTTCTGGTATGTCTGAAGACAATGACAGTGTACTCACATAATATAAAATAAATA 100
0101 AATCTTTAATAAAGAAAAGAAGTGAGAAAACAGGTAAACTAAGCCCCCCAGACATCCCTGAACTATGTTGCCTCAAAGTAAAATGTCTCCCCATACAATT 200
0201 TATTTCTATTCTTTCCCAGCTATATAGCATGAGTCAGCCAACGGCATTTTCTTCTTTCTTT CCTTCCTCTTTTTAAATTTTGTTTT bllll TTTTTGA 300
0301 GATATATATCTCAACATATATCtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtagagctttagcgctc tgg 1 400

10 jttggc 1 1t cc ja C [ 1ag t t 1 1 t

0 SACTTTAGGCG GCGGCTGGTG y SAGAGGCGAGAGCT C GGAGGGGACTCAGC GGGGA 1
40

01 TAGGgt y teg ctaact ja ccaaggag ja [ 1600
1601 ggcattcgaggaaaggcaaaag 1622

C) Regido de Overlap
0001 AACCACATGGTGGCTCACAACCATCTGTAATGGGTTCTGATGCCCTCTTCTGGTATGTCTGAAGACAATGACAGTGTACTCACATAATATAAAATAARATA 100
0101 AATCTTTAATAAAGAAAAGAAGTGAGAAAACAGGTAAACTAAGCCCCCCAGACATCCCTGAACTATGTTGCCTCAAAGTAAAATGTCTCCCCATACAATT 2 00
0201 TATTTCTATTCTTTCCCAGCTATATAGCATGAGTCAGCCAACGGCATTTTCTTCTTTCTTTCCTTCCTCTTTTTARATTTTGTTTTAGTTTTATTTTTGA 300
0301 GATATATATCTCAACATATATCtgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtagagctttageget cttggaactggatttgtaaacta 400
0401 ggttggcctcgaactcacagagatcctgagtgectgggactcaaggtctgtgecaccaccaactagctaatgaaaggttatttet tatactagctaactgg 500
0501 gggtataactgacaaataataaactcatcttgaaaaataacaaagtttggagatgaccttagaaggggaaaaaaaggaactgacccctacttgggtaact 600
0601 tcacactcccttaaacttcctccattactctccatccectgecccaggattattcaacacaaagcagctaaaggaaccgectcagecacttcectacgggtta 700
0701 cctccatttttatgtatttaccggtgtggtatgcatgegtttgegtgeccagggecagtgcacacgttgaagtcagaggacaaggecttttgectecgagag 800
0801 aggaaaatgactcaggacatccgcctcact ttcgttttetttttectttttetttetttttttttttttttaattatgectgaagttccaggectateccetta 900
0901 cactggctatcagggctctctgcaaccttattttctcaacccccaaattcaagacctcaaacagagaacctgggaagagtaac _gqatttggg 1000
1001 gaaagaatcagccaactaggggcttcaactgggagctgtccagag agcgggtgtgggaagectggcatatcteccagtaggagtagaaagecgggggaagge 1100
1101 gtgtcaaactggccgcggettcCGGAGCAGAACTCTGGACAGARATAGCTGTCGGACAGGTTGGTTTTGAGGACTCTGCTGGAGCATTGCTGCGTTGGCC 1200
1201 CAAATTTGACTTTAGGCGGGAACCGCGGCTGGTGCGGAGTTCCTCCGAGAGGCGAGAGC TTTAAGGTTGCACCAAGGGAGGGGACTCAGGACACCGGGGA 1300
1301 CCTGCTCCGACCTGGCGTGCATTGTCAACGAGGCAGAAGACCGCGGTCCGGGAGCGGCGGGAGACTGATGATCCTACAGGAACT GAGCGCAGGATAGACC 1400
1401 GGACGAGCGCCCCTCGGAGATCACGTAGAATCCAGTGAGCTGTA GCGCGGCAGGAGGAAGCAGGAGAATCCCA GAATCACAGATTGGACTTCCTGGAACT 1500
1501 TAGGgtgagttggtttcgattccctaactaaattgggctgttattctgctgagatctectget gacctttttttgcccaaggaggatggagatcgaggaat 1600
1601 ggcattcgaggaaaggcaaaag 1622

(a) A regido promotora destacada em azul corresponde a predi¢do obtida por meio do banco de
dados EPD, (b) A regido destacada em laranja corresponde a predicdo obtida por meio do
software gene2promoter (genomatix), (c) A regido destacada em amarelo corresponde ao
overlap entre as duas predi¢des citadas, e o possivel tatabox destacado em vermelho.

Figura 5. Predicdo da regido promotora de MLKL murino

Para aumentar o nivel de seguranca de que o promotor real estaria
contido na sequéncia a ser clonada, primers foram desenhados de forma a incluir toda
a regiao predita, adicionada de uma regiao flanqueadora na porgao 5’ da sequéncia. A
predicdo de regido promotora para MLKL murino (mMLKL) foi de 1.194pb e resolvemos
clonar 1.581pb (upstream ao ponto de inicio de transcricdo — TSS), ou seja, clonamos
uma regido de 387pb maior. Para hMLKL, resolvemos clonar 1.300pb (upstream ao
ponto de inicio de transcricdo — TSS), sendo uma regido de 275pb maior que a predita.

Similarmente ao que optamos fazer com MLKL, para garantir que
toda regido promotora real seria clonada, foi considerada uma regido maior que a
predita pelo Genomatix, sendo 1240pb (upstream ao TSS), 564pb maior que a regiao
predita para RIPK3 humano (hRIPK3) e 1224pb (upstream ao TSS), 562pb maior para
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RIPK3 murino (mRIPK3). Essa variacdo da regidao flanqueadora se deu pela melhor
posicdo de anelamento de primers nas regides determinadas.

Um dos objetivos de nosso estudo, todavia, é determinar a minima
regido que controla a expresséo dos genes de RIPK3 e MLKL durante sua expressao
basal e também frente a estimulos, tais como o IFN-y. Uma das possiveis estratégias
seria clonar a sequéncia amplificada pelos primers citados acima em um vetor e, a
partir deste construto, fazer dele¢bes sequenciais no mesmo para obter sequéncias
cada vez menores. Este tipo de abordagem é laborioso e demorado, além de ter um
custo elevado.

Optamos, portanto, por uma estratégia mais simples, rapida e direta,
que é desenhar varios primers forward, com 200-400pb de distancia entre eles e fazer
varias amplificacBes utilizando o mesmo primer reverse, 0 que resultaria em produtos
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polimerase chain reaction) (amplicons)
sequencialmente menores em 200 a 400pb. A partir da clonagem simultdnea destes
fragmentos no vetor vazio, teriamos imediatamente clonados diferentes tamanhos de
determinado promotor, evitando assim ter que fazer posteriormente o processo de
delecado sequencial.

A figura 6 ilustra o descrito acima, com as sequéncias escolhidas
para o desenho de primers para o promotor de mMLKL. E importante ressaltar que
para o gene mMLKL foram desenhados dois primers reversos (Rev). Devido ao fato da
sequéncia proteica de MLKL iniciar-se apenas no segundo exon do mRNA, optamos
por desenhar um primer que se posiciona no inicio do primeiro exon e um segundo
primer que se posiciona logo apés o final do primeiro exon, apés a regido indicada pelo
overlap dos softwares de predicdo utilizados. Desta forma, aumentamos nossa
probabilidade de encontrar a regido promotora real; caso a regido entre os Rev nao
fosse importante, ndo seria necessario fazer a delecdo desta regido, por ja termos

clonado a regido promotora utilizando o Rev mais distal.
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7]

v,
AACCACATGGTGGCTCACAACCATCTGTAATGGGTTCTGAT BOCOTCITCTEETATGICTGAAGACAATGACAGTGTACTCACATAAT
ATAAAATAAATAAATCTTTAATAAAGAAAAGAAGTGAGAAAACAGGTAAACTAAGCCCCCCAGACATCCCTGAACTATGTTGCCTCAA
AGTAAAATGTCTCCCCATACAATTTATTTCTATTCTTTCCCAGCTATATAGCATGAGTCAGCCAACGGCATTTTCTTCTTTCTTTCCT
TCCTCTTTTTAAATTTTGTTTTAGTTTTATTTTTGAGATATATATCTCAACATATATCtgagtgtgtgtgtgtgtatgtatgtyty

ﬁ=§ FW»

Tgtgtgtgtgtgtagagctttagecgctcttggaactggatttgtaaactaggttggectcgaactcacagagatcctgagtgetggga
ctcaaggtctgtgccaccaccaactagctaatgaaaggttatttcttatactagctaactgggggtataactgacaaataataaactc
atcttgaaaaataacaaagtttggagatgaccttagaaggggaaaaaaaggaactgacccctacttgggtaacttcacactceccttaa
acttcctccattactc

ﬁ:’ FW3

Tccatcccctgeecccaggattattcaacacaaagcagctaaaggaaccgectcagcacttctacgggttaccteccatttttatgtatt
taccggtgtggtatgcatgecgtttgcgtgccagggeccagtgcacacgttgaagtcagaggacaaggecttttgectcgagagaggaaa

atgactcaggacatccgcctcactttegttttcect W
4

ttttctttttctttetttttttttttttttaattatgectgaagttccaggctatececttacactggetatCagggctctctgcaacct
tattttctcaacccccaaattcaagacctcaaacagagaacctgggaagagtaactatttaatggatttggggaaagaatcagccaac
taggggcttcaactgggagctgtccagagagcgggtgtgggaagctggcatatctccagtaggagtagaaagccgggggaaggegtgt
caaactggccgegget tcCGGAGCA HNNTNNEOROAEAMMIIASEN - TCGGACAGGTTGGTTTTGAGGACTCTGCTGGAGCATTGC

Reversel

TGCGTTGGCCCAAATTTGACTTTAGGCGGGAACCGCGGCTGGTGCGGAGTTCCTCCGAGAGGCGAGAGCTTTAAGGTTGCACCAAGGG
AGGGGACTCAGGACACCGGGGACCTGCTCCGACCTGGCGTGCATTGTCAACGAGGCAGAAGACCGCGGTCCGGGAGCGGCGGGAGACT
GATGATCCTACAGGAACTGAGCGCAGGATAGACCGGACGAGCGCCCCTCGGAGATCACGTAGAATCCAGTGAGCTGTAGCGCGGCAGG
AGGAAGCAGGAGAATCCCAGAATCACAGATTGGACTTCCTGGAACTTAGGgtgagttggtttcgattccctaactaaattgggetgtt

attctgctgagatctctgctgacctttttttgecccaaggaggatggagatcgaggaatygg,
Reverse2 o

As sequéncias em azul indicam o local de ligacao dos primers forwards, e em vermelho e roxo
estéo representados o local de ligagc&o dos dois primers reversos.

Figura 6. llustracdo da posicdo dos primers adotado para a clonagem de porgdes crescentes
do possivel promotor do gene MLKL murino

2.2 Amplificacéo, clonagem e purificacdo dos construtos

2.2.1 Desenho dos oligonucleotideos para clonagem

Os oligonucleotideos (primers) para PCR qualitativa foram
desenhados por meio da utilizacéo da ferramenta Primer3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Para PCR quantitativa foi
utilizada a ferramenta do NCBI “pick primers” que utiliza o Primer3 e BLAST para gerar
as sequéncias dos oligonucleotideos. Além destas ferramentas, os oligonucleotideos
foram analisados pela oligoAnalyzer tool do Integrated DNA technology (IDT)
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para checar as caracteristicas dos primers, tais
como chance de formar hairpins, self-dimers, hetero-dimers, além de mostrar em qual
temperatura estes poderiam ocorrer.

Foram adicionados aos primers os sitios de restricAo necessarios

para clonagem. Para tanto, foi adicionado na extremidade 5’ o sitio de restricdo de 6pb


http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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de acordo com a enzima escolhida, seguido de 6pb aleatdrias ricas em CG. Essa
sequéncia extra é adicionada para funcionar como uma espécie de “ancoragem”
providenciando apoio para as enzimas de restricdo no momento da clivagem. Os

primers desenhados estdo contidos na tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para clonagem
Promotor /Posi¢do Sequéncia

mMLKL FW -1089

s GCATCA MBI c cc CTCTTCTGG TATGTCTGA 3

mMLEL FW -0761

5 GOATGA MBI TG CGCTCTTGG AACTGG AT 3

mMNLKL FW -0491

mMLKL FW -0234

5 -GCC CCA GGATTATTC AACAC 3
S GEATEA B 1T~ CACTGG CTATCA GGG CT 3

mMLEL REV -0001

5 GACGEE N ~GCTATTTCTGT CCAGAGTTC 3

mMLKL REV +0472
hMLKL FW -0930

c GRCEEE I T 176 CCTTTC CTCGAATG 3
s GCATGA [ c7cccaTTeGTT AATTGG TGT 3

hMLKL FW -0694
hMLKLFW -0413

5 - TGATGATGC AGG AGA CGA AG 3
5 BCATEH BN GAG GCA AAT AGT CTG TTG AGT 3

hMLKLFW -0115

S GOATEA I CTATTCTGAATC CCC AGCCC 3

hMLEL REV +295

mRIPK3 FW -0969

5 GACGGE I c~c7CT GCT GACTGT ACCGGA 3

mRIPK3 FW -0600

s GEATGA BB 157 cT6 TGCCGCTTAGTA GG 3
5 GEATGA [ ~77 TAG TCA GGA GGCAGATG 3

mRIPK3 FW -0219

S BCATEA [BEBIRIE CC~TCCTCCCTT CAT CAA AR S

mRIPK3 REV +0212

5 GACGEE I <7~ GCG GCT TCCTGG AGTTA 3

hRIPK3 FW -0959

s BEATEA 6T ACCTTC CCA CAA CCT CCAGTC 3

hRIPK3 FW -0761

5 BEATGA GGT ACC CCT CTG GAT GGG CTG ATAAA ¥

hRIPK3 FW -0469
hRIPK3 FW -D061

5 BOATEA GGT ACC AGG TACTTA AACTCT CAGTG 3
5 -IGTACEAGG TGC TCA GGAAAC GCT AG 3

hRIPK3 REV +0216

5 - GCA CGA CAT CAG GCT GGA AG 3

Primers utilizados para restricdo da regidao promotora de MLKL murino:

mMLEL FW 5.2

s GCATGA I -~ cTCAGAGGACAAGGCCTT 3

mMLKL REV 7.1

5 - AGCCCTGATAGCCAGTGTAA 3

mMLKL REV 2,2

5 -ATTCTGGGATTCTCCT GCTT 3

Primers desenhados para a clonagem dos promotores de MLKL e RIPK3 humano e
murino. mMLKL: MLKL murino, hMLKL: MLKL humano, mRIPK3: RIPK3 murino e
hRIPK3: RIPK3 humano. Em Véfde estdo as bases aleatérias para o apoio da enzima de

restricdo, em

o sitio de restricdo para Sacl, em e ciano estdo os sitios de

restricdo para Hindlll e Kpnl, respectivamente.
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2.2.2 Extracao de DNA genbémico

Para extracdo de DNA genbmico foi utilizado o kit Purelink genomic
DNA mini (Invitrogen). Resumidamente, as células foram desaderidas da placa de
cultivo utilizando-se o reagente tripsina 0,25% (Invitrogen), centrifugadas a 300g por
5min e ressuspendidas em 200uL de phosphate-buffered saline (PBS). A essa solucéo
foi adicionado 20uL de proteinase K, 20uL de RNase e 200uL do tampéo de ligacdo. A
reacdo foi incubada a 55°C por 10min para promover digestdo de proteinas. Apds a
incubacédo, adicionou-se 200uL de etanol absoluto e a homogeneizacao foi feita por
vortex. O lisado foi transferido para uma coluna de purificacdo e centrifugado a 10.000g
por 1min a temperatura ambiente. Apds a centrifugacéo, a coluna foi lavada duas vezes
seguidas pelo tampéao de lavagem e centrifugada a velocidade méaxima por 3min. Apos
a Ultima centrifugacao, a coluna foi transferida para um novo microtubo onde adicionou-
se 100uL do tampéo de eluicdo, seguida por uma incubacdo de 1min a temperatura
ambiente e centrifugada a velocidade maxima por 1min. O material foi quantificado pelo

aparelho Nanodrop (Invitrogen) e armazenado a -20°C.

2.2.3 Reagdo em cadeia da polimerase

A amplificacdo dos fragmentos a serem clonados foi realizada pela
PCR. O ciclo basico para iniciar a otimiza¢édo das condi¢cées de PCR foi: 94°C por 3min
+ 40x (94°C por 30s, 51°C por 30s e 68°C por 90s) + 68°C por 10min + 4°C em hold.

As reacdes seguiram as seguintes concentragfes: 2.5U Platinum
Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 1X Tampao (-MgClz), 1.5mM MgClz, 0.2mM DNTPs
(Invitrogen), 100uM de cada primer (Invitrogen), em um volume total de 49uL
completados com é&gua livre de RNase e DNase (Invitrogen). A esta reacdo foi
adicionado 1uL de DNA gendmico, totalizando 50uL/reacédo. Quando estas condi¢des
nao conferiram resultados ideais, a concentracdo de MgCl. foi otimizada para uma
melhor especificidade da enzima Taq Polimerase, de acordo com cada reacao.

Para a purificacdo das reacOes, utilizamos o kit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN), com o intuito de eliminar residuais componentes da reacéao,
como primers, DNTPs e tampdo, que poderiam atuar inibindo ou diminuindo o

rendimento e a qualidade de suas posteriores aplicacoes.
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2.2.4 Gel de agarose

As amostras de DNA foram corridas em gel de agarose 1% com
tampdo TAE (Tris 40mM, Ac. Acético 19mM, EDTA 1mM PH 8,0). O marcador
molecular utilizado foi 0 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen) e o tamp&o de amostra foi o
6x DNA Load Dye (Invitrogen). Para revelacdo utilizamos SYBR Safe DNA gel stain
(Invitrogen). A visualizacdo e a documentacdo foram realizadas através do aparelho

ImageQuant 300 (GE Helthcare Life Sciences).

2.2.5 Estratégia de clonagem

A estratégia de clonagem escolhida para gerar os construtos de
interesse foi através do desenho de varios primers forwards, com 200-400pb de
distancia entre eles, utilizando o mesmo primer Rev. Essa estratégia resultou em
diferentes produtos de PCR sequencialmente crescentes em 200-400pb.

A partir da clonagem simultdnea dos fragmentos no vetor pGL4.20
vazio, foram obtidos diferentes tamanhos da regido promotora predita, evitando a

necessidade de futuras dele¢des sequenciais.

2.2.6 Digestdo do vetor pGL4.20 [LUC2/Puro] e dos insertos amplificados via

reacdo em cadeia da polimerase

Para as reacdes de digestdo do vetor pGL4.20[LUC2/PURQ] e dos
produtos de PCR, foram utilizadas as enzimas Hindlll (5 AJAGCTT 3’) e Sacl (5
GAGCT|C3’), exceto para o promotor de hRIPK3, em que foi utilizada a enzima Kpnl (5’
GGTAC|C 3’), no lugar da Sacl, todas provenientes da New England Biolabs Inc. Estas
enzimas foram escolhidas com base no sitio de clonagem multiplo (MCS — multiple

cloning site) contido no vetor, como exemplificado no mapa do vetor (Figura 7).
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As enzimas utilizadas para clonagem estdo destacadas com flechas em
vermelho na regido de sitio de clonagem mudltiplo (multiple cloning site),
gue consiste em uma regido com diferentes sitios de restri¢éo.

Figura 7. Mapa do vetor pGL4.20[luc2/puro] (promega)

As enzimas Hindlll e Sacl/Kpnl contém tampd&es diferentes, sendo
que quando ndo estao na presenca de seu tampao especifico, atuam com apenas 50%
de atividade. O protocolo seguido foi sugerido pela ferramenta NebCloner
(http://nebcloner.neb.com/#!/redigest), que consistiu em uma digestdo dupla (DD)
contendo 1L de cada enzima, 1000ng do DNA, 5uL de tampao 2.1 e agua livre de
DNAse e RNAse para um total de 50uL/reacdo. A reacao foi incubada por uma hora a
37°C, e logo apos esse periodo foi purificada através do kit de purificacdo QIAquick
PCR Purification (QIAGEN), logo ndo sendo necessaria a inativacao por calor.

As amostras foram quantificadas pelo aparelno Nanodrop
(Invitrogen), e entdo permaneceram a 4°C até a realizagdo da reacao de ligacao.

2.2.7 Ensaio de ligacdo e transformacdo do vetor pGL4.20 [LUC2/Puro] e os
diferentes insertos de RIPK3 e MLKL

Aplés a reacdo de digestdo, o vetor pGL4.20 gerou em suas
extremidades pontas coesivas de acordo com a enzima de restricdo que digeriu cada
extremidade. Da mesma forma, os insertos amplificados via PCR continham as
mesmas pontas coesivas (jA& que foram digeridos com as mesmas enzimas).
Consequentemente, as pontas geradas no inserto eram complementares as
extremidades do vetor, podendo se complementarem e gerar o construto desejado,

como exemplificado na figura 8. Para reacao de ligacao, utilizou-se a enzima T4 ligase,


http://nebcloner.neb.com/#!/redigest
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que catalisa a ligacdo fosfodiéster do DNA, unindo a extremidade do vetor a
extremidade do inserto.

Utilizamos a enzima T4 DNA ligase (1U/uL) (Invitrogen), seguindo
instrucdes do fabricante. O protocolo consistiu na adicdo de 4uL do tampéo 5X, 20ng
de vetor, 60ng de inserto, 1uL de T4 ligase e agua livre de DNAse e RNAse para
completar a reacdo para 20uL. A reacdo foi incubada por 10min a temperatura
ambiente, e logo em seguida bactérias supercompetentes TOP10 foram transformadas
com 1uL da reacao, e plagueadas em placas contendo meio LB agar com ampicilina,
seguindo o protocolo de transformacao cloreto de célcio (CaClz) (descrito na proxima

secao).

= "

o

8'3('\

3- Digestao
1- Inserto 4

4- Ligagao

Validagao:
RapiPrep
Digestao

Diagnéstica

Sequenciamento

PGL4.LUC

1- O inserto amplificado por PCR contendo os sitios de restricdo em suas
extremidades (exemplificado pelas cores verde e roxo). 2- Vetor
pGLA4[luc2/puro] contendo os mesmos sitios de restricdo do inserto (aqui
exemplificado pela Hindlll e Sacl). 3- Reacdo de digestdo, criando as
mesmas pontas coesivas no inserto e vetor, as quais sdo complementares.
4- Reacdo de ligacdo, que une as extremidades do inserto as do vetor,
gerando o0 construto de interesse, seguida pelas etapas de validacéo
(rapiprep, digest&o diagndstica e sequenciamento). E possivel observar que
apos a clonagem, o inserto inserido fica upstream ao gene de luciferase,
gue servird como a forma de leitura para mensurarmos a atividade do
promotor.

Figura 8. Desenho experimental para clonagem
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2.2.8 Validacdo do ensaio de ligacdo: screening das colénias que continham o

construto esperado

Para realizar um primeiro screening rapido e escolher os clones que
possivelmente possuiam o construto correto, utilizamos a técnica de RapiPrep. Para
essa técnica, foram escolhidas 12 colonias de cada clonagem, as quais foram
inoculadas em 2mL de meio LB contendo ampicilina e permaneceram a 37°C sob
agitacdo constante por aproximadamente 16h. Deste pré-inéculo, 50uL foram
transferidos para um microtubo onde adicionou-se 25uL de uma solugéo de
fenol:cloroformio (1:1) e 5uL de Azul de bromofenol (Azul de bromofenol e Glicerol). A
reacao foi vortexada vigorosamente para romper a parede das bactérias. Ap6s uma
centrifugagéo de 12.000g por 3min, 20uL do sobrenadante foram aplicados a um gel de
agarose 1%.

Posteriormente, foi possivel selecionar com base no tamanho do
DNA plasmidial bacteriano, os clones que potencialmente continham o construto
esperado, pois estes eram maiores, ou seja, continham um maior nimero de pb
quando comparados ao DNA plasmidial selvagem.

Foram selecionados 3 clones que possivelmente continham o
construto de interesse os quais foram purificados em escala pequena utilizando o kit
QIAprep Spin MiniPrep (QIAGEN).

Com o construto amplificado e purificado, o Udltimo passo do
screening foi realizar uma digestao diagnéstica, clivando o construto em uma digestao
simples (DS) e em uma DD, com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas no
protocolo de clonagem. Para as digestdes diagnosticas, foram clivados 500ng de DNA
para cada uma das reacdes, utilizando a enzima Hindlll para DS e Hindlll e Sacl/Kpnl
para DD. As amostras que apresentaram resultados satisfatérios foram enviadas para

sequenciamento para verificagdo da integridade da sequéncia clonada.

2.2.9 Sequenciamento Sanger

O sequenciamento foi realizado pelo Instituto Genoma Humano —
USP, e para este servico as amostras foram enviadas contendo 5uL de construto a

uma concentracdo de 150ng/pL e 2,5uL de primer SeqFW ou SegRV a 5uM. Os
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primers utilizados foram desenhados para se ligarem antes (SeqFW) e depois (SeqRV)
da regido de MCS, com o intuito de se sequenciar todo inserto presente no construto.

A analise do sequenciamento foi realizada através do programa
Macvector, com alinhamento global pelo Clustalw. Apenas as amostras que né&o
apresentaram nenhuma alteragcdo em sua sequéncia quando alinhada com a sequéncia
referéncia foram selecionados para prosseguir para 0s proOXimos passos.

As amostras selecionadas foram purificadas pelo kit QIAGEN
Plasmid Maxi, que permite a amplificacdo em larga escala.

2.2.10 Transformacédo em células competentes pelo método de choque térmico

Para transformacdo dos construtos e/ou das reacdes de ligacéo
foram utilizadas células E. coli supercompetentes geradas neste projeto (dados e
protocolo ndo mostrados). Para clonagem foi escolhida a cepa TOP10 e, para
amplificacdo dos construtos e demais vetores utilizados, a cepa DH5a foi utilizada.

Para transformacéo, as bactérias foram descongeladas no gelo, 1L
do vetor ou reacao de ligagdo foi gentilmente adicionado a 50uL de bactérias em tubos
de 1,5mL e encubados no gelo por 30min. Apds esse periodo, os tubos foram
transferidos para um termobloco a 42°C por 90 segundos e retornados para o gelo por
1,5min. Foi entdo adicionado 450uL de meio LB (bacto-tryptone, bacto-yeast extract,
NaCl) sem antibidticos e os tubos foram incubados a 37°C por 30min sob agitacdo de
200 RPM. Decorrido este tempo, 50uL de bactérias transformadas foram plaqueadas
em meio LB agar (LB acrescido de 1,5% de agar) contendo 100ug/mL de ampicilina e
as placas incubadas a 37°C por aproximadamente 16h.

Os genotipos das cepas utilizadas estao descritos a seguir:

- Top10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A

- DH5a: F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 ¢80dlacZAM15
A(lacZzYA-argF)U169, hsdR17(rk mk*), A~
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2.2.11 Purificacéo de vetores

Os plasmideos utilizados foram purificados em pequena (mini-prep)
e larga escala (maxi-prep), de acordo com a necessidade. Utilizamos o kit Qiagen
Plasmid purification, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante.

Brevemente, uma colonia de interesse foi inoculada em meio LB
seletivo e crescida a 37°C por 16h. Apds esse periodo, o indculo foi centrifugado a
6000g por 15min, o pellet ressuspendido em buffer P1, P2 (ambos atuam na lise
bacteriana) e P3 (atua na precipitacdo) e centrifugado a 20000g por 30min. O
sobrenadante foi aplicado em colunas QIAGEN-tip (fornecidas pelo Kit). Apds duas
etapas de lavagem o DNA foi eluido em buffer QF, precipitado com isopropanol e
centrifugado a 3095g por 60min em tubo falcon de 15mL. O pellet formado foi lavado
com 70% etanol e centrifugado sob as mesmas condi¢bes da centrifugacao anterior. O
pellet foi entdo ressuspendido em agua livre de DNAse e RNAse e quantificado pelo
aparelho Nanodrop (Invitrogen). As amostras foram armazenadas a -20°C.

As quantidades dos reagentes utilizados variaram conforme a escala
de purificagdo. Para o sequenciamento utilizamos kit de pequena escala e para

clonagens e experimentos de cultura celular utilizamos larga escala.

2.3 Ensaios de responsividade celular frente aos estimulos moduladores da

expressdo de MLKL

2.3.1 Cultivo celular

As células utilizadas neste projeto foram mantidas em uma sala
especializada apenas para cultura de linhagens celulares (que ndo tem contato com
células primarias), em estufa a 37°C e 5% de CO:..

Todas as células utilizadas foram mantidas em meio DMEM High
glucose  (Invitrogen) suplementado com 1% glutamina, 1% antibiotico
penicilina/streptomicina (GIBCO), 10% Soro fetal bovino (GIBCO) e 1% de aminoacidos
nao essenciais (Invitrogen). As células utilizadas foram:

e MEF (Fibroblasto embrionario murino);
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¢ NIH3T3 (Fibroblasto embrionario murino);

¢ 3T3 SA (Fibroblasto embrionéario from Swiss Albin Mouse);
¢ 929 (Fibroblasto embrionario murino);

¢HT-29 (Adenocarcinoma de colon colorectal humano);

¢ HEK-293 (Rim embrionario humano 293).

2.3.2 Estimulos moduladores de RIPK3 e MLKL

As células embrionarias de camundongo (MEF — mouse embryonic
fibloblasts), NIH 3T3, HEK-293T e HT-29 foram plaqueadas entre 0,5x10° a 1,5x10°
células/poco (dependendo do tipo celular) em placa de 12 pocos. Apos 24h de
aderéncia, essas células foram tratadas com diferentes estimulos ja descritos na
literatura como moduladores da expresséo de RIPK3 e/ou MLKL, sendo os testados até
agora: IFN-y murino (cat# 315-05- PeproTech), IFN-B murino (cat# 12405-1 PBL
Assay), IFN-B humano (cat# PHC4244 GIBCO), IFN-f humano (cat# 11415-1 PBL
assay), shikonina (cat# S7576 Sigma) e acido palmitico (cat# PO500 Sigma).

Para todos os estimulos as células foram estimuladas ou ndo com
diferentes concentra¢des das drogas citadas, e a extracdo de proteina e/ou RNA foram
realizadas nos tempos: Oh (TOh), e/ou 16h e/ou 24h e/ou 36h apds o tratamento.

2.3.3 Extracdo e quantificacdo de proteinas

Para extracdo de proteinas, transferimos para um tubo de 1,5mL o
sobrenadante de cada poc¢o e 200uL de PBS utilizado para lavar o poco. As células
foram desaderidas pelo reagente tripsina 0,25% (Invitrogen) e entdo todo material
recolhido do pocgo foi centrifugado a 250g por 5min a 4°C. Apés a centrifugagéo, as
amostras foram ressuspendidas em tampao radioimmunoprecipitation assay buffer
(RIPA) (50mM Tris-HCI, 150mM Nacl, ImM EDTA, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% Doc)
contendo um coquetel de inibidor de proteases (Roche). A propor¢cao utilizada foi de
100uL de tampdo a cada 10° células.

As amostras foram quantificadas pelo kit Pierce BCA Protein Assay

(Thermo Fisher), e lidas por espectofotometria no comprimento de onda de 650nm
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(Glomax Discover Promega). ApoOs a quantificacdo, as amostras foram preparadas para

conter de 10-20ug de proteina, e seu volume final ajustado para 15uL, contendo

tampao RIPA e tampao de amostra 6x (Azul de bromofenol, glicerol, SDS, 2M Tris-Hcl).
ApOs o preparo, as amostras foram armazenadas a -80°C.

2.3.4 Western Blot

As amostras foram aquecidas a 100°C por 5min previamente a sua
adicdo ao gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. Foram corridos 5uL do
marcador molecular Kaleidoscope (Bio-Rad) e 15ug de amostras por 120min a 100V. A
transferéncia das amostras do SDS-PAGE para a membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF), ativada com metanol, foi feita através de uma cuba de
transferéncia resfriada no gelo por 80min a 295 miliamperes (mA). Apdés a
transferéncia, a membrana foi bloqueada em uma solucéo 5% leite desnatado TBS-T
(NaCl, Tris, Tween) por 1h.

Em seguida, a membrana foi cortada de acordo com o0 peso
molecular das proteinas de interesse, e incubada com seu anticorpo primério contra a
proteina de interesse em uma solucdo de 5% de leite desnatado em TBST. A
incubacéo foi realizada por aproximadamente 16h a 4°C com agitacao constante.

Para as proteinas fosforiladas, ao invés de 5% de leite desnatado

em TBST utilizamos 3% de BSA em TBS-T para o bloqueio e para diluicdo dos

anticorpos.

Os anticorpos primarios utilizados e sua correspondente titulacdo
foram:

¢ Anti-mouse MLKL (cat# AP14272 Abgent EUA), 1:1000;

e Anti-rabbit MLKL (cat# 14993S Cell Signalling), 1:1000;

¢ Anti-rabbit RIPK3 (cat# 15828 Cell Signaling), 1:1000;

¢ Anti-rabbit RIPK3 (cat# 374639 Santa Cruz Biotechnology), 1:100;

e Anti-mouse GAPDH (cat# MA515738 Thermo Fisher Scientific),
1:5000;

e Anti-mouse STAT1 (cat# SC-464 Santa Cruz), 1:200;
e Anti-mouse pSTAT1 (cat# SC-136229 Santa Cruz), 1:200;
e Anti-mouse STAT3 (cat# SC-8019 Santa Cruz), 1:200;
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e Anti-mouse pSTAT3 (cat# 9145L Cell Signaling), 1:1000;

e Anti-mouse STAT5A/B (cat# SC-81524 Santa Cruz), 1:200;
¢ Anti-mouse c-JUN (cat# SC-74543 Santa Cruz), 1:200;

¢ Anti-mouse p-c-Jun (cat# SC-822 Santa Cruz), 1:200;

¢ Anti-FOS (cat# SC-166940 Santa Cruz), 1:200;

¢ Anti-rabbit JAK2 (cat# 3230S Cell Signaling), 1:1000;

¢ Anti-rabbit p-JAK2 (cat# 3774S Cell Signaling), 1:1000.

A titulagdo representa quantidade de anticorpo (pL):quantidade da
solucéo diluente (mL).

Apoés a incubacdo com o anticorpo primario as membranas foram
lavadas com TBS-T por trés vezes de 10min. Na sequéncia, a membrana foi incubada
por 1h (evitando-se luz) com seu anticorpo secundéario anti-mouse IgG (cat# 31430
Thermo Fisher, 1:5000), ou anti-rabbit 1gG (cat#31460 Thermo Fisher, 1:5000), ambos
acoplados a enzima peroxidase HRP.

Posteriormente a incubacéo, a membrana foi lavada novamente com
TBS-T trés vezes por 10min e revelada com a solucdo ECL (Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection reagente — GE). A documentacdo foi feita pelo
fotodocumentador Chemidoc (Bio-Rad), e o tempo de exposicao variou de acordo com
cada proteina alvo.

A quantificagdo das bandas foi feita pelo software ImageLab,
considerando a razdo proteina alvo/proteina normalizador (housekeeping), e a

plotagem dos graficos foi realizado pelo programa GraphPad.

2.3.5 Extracdo de RNA

A extragdo de RNA foi executada pelo kit PureLink RNA mini
(Invitrogen). Para lise celular seguimos o mesmo procedimento descrito para a
extracdo de proteinas, entretanto, apds a centrifugacdo de 250g por 5min, o pellet foi
ressuspendido em 300uL de tampé&o de lise fornecido pelo kit contendo 1% de 2-
Mercaptoethanol, com vortexacdo vigorosa e, em seguida, as amostras foram

armazenadas a -80°C.



36

Para a extracdo de RNA, seguimos as instrucbes do fabricante.
Brevemente, apds descongelar as amostras no gelo e vortexar vigorosamente,
adicionou-se 300uL de etanol 70% as amostras, as quais foram homogeneizadas por
vortexacao, e o volume total transferido para uma coluna providenciada pelo kit. A
coluna foi centrifugada a 12000g por 30 segundos, lavada com tampao de lavagem
seguido de uma centrifugacdo a 12000g por 30 segundos, este processo foi repetido
duas vezes. Para secar completamente a membrana da coluna, foi realizada uma
centrifugacdo de 12000g por 2min e entdo a coluna foi transferida para um novo
microtubo. Para eluicdo, adicionou-se 30uL de tampéo de eluicdo ao centro da coluna,
a qual foi incubada por 1min a temperatura ambiente e centrifugada a 12000g por 2min.

A quantificacéo foi feita pelo aparelho Nanodrop (Invitrogen) e sua
integridade analisada em gel de agarose 1%. As amostras foram armazenadas em -

80°C ou prosseguiram diretamente para transcricao reversa.

2.3.6 Transcricao reversa

Para a sintese de um DNA complementar (CDNA) a partir de uma
molécula de mRNA foi realizada a técnica de transcricao reversa.

Este protocolo consistiu na adi¢do de 1uL de oligo(dT) (Invitrogen) a
500ug/mL, 1ug de RNA, 1uL de DNTP a 1mM, completados para 13uL com agua livre
de DNAse e RNAse. A reacao foi aquecida a 65°C por 5min, brevemente incubada em
gelo, e apos esta etapa, foi adicionado 4L de tampédo 5X e 2uL de dithiothreitol (DTT)
0.1M. Apds vortexada, a reacao foi incubada a 37°C por 2min, adicionando-se 1uL da
enzima M-MLV RT (Invitrogen). O conteudo foi incubado a 37°C por 50min e depois a
reacao foi inativada por 15min a 70°C.

Apés o término, as amostras foram armazenadas a -20°C.

2.3.7 Analise da expressao génica de RIPK3 e MLKL pela reagcdo de PCR em

tempo real

Os padrdes relativos de expressao génica foram determinados pela
técnica de gPCR (Quantitative Polimerase Chain Reaction) utilizando-se primers

especificos.
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Para essa técnica, preparamos o master mix da reacdo adicionando
10uL de SYBR Green master mix (Invitrogen), 0,4uL de primer forward e reverse a
10uM completados com &gua livre de DNAse e RNAse para 18pL totais/amostra. Deste
master mix foram transferidos 18uL para cada poco de uma placa o6tica de 96 pocos
(Applied Biosystems), e entdo adicionou-se 2uL de cDNA a 5ng/uL. A placa foi selada
com adesivo de filme 6ético (Applied Biosystems).

As amostram foram analisadas em triplicatas e os primers utilizados
estdo contidos na tabela 4. O aparelho utilizado foi o QuantStudio 6 (Applied
Biosystems) e a ciclagem seguida foi a sugerida pelo fabricante: 95°C por 10min, 95°C
por 15 segundos e 60°C por 60 segundos, por 40 ciclos.

Decorrida a reacgéao, utilizou-se o software QuantStudio V1.3 (Applied
BioSystems) para estabelecimentos dos valores de Cycle Threshold (CT) que
representa o limite da fluorescéncia para a fase exponencial de amplificacdo, na qual a
deteccdo do sinal de fluorescéncia decorrente da reacdo é superior a fluorescéncia
inespecifica emitida. Para determinar os niveis relativos de expressao génica, aplicou-
se 0 método Comparative Cycle Threshold (Ct). Para normalizacdo dos valores de Ct
da expressao do gene de interesse utilizou-se o calculo de ACt, onde o valor do Ct da
actina foi subtraido do valor de Ct do gene de interesse (ACt=Ct gene interesse- Ct
gene enddgeno). Por fim, os valores finais de expresséo foram calculados utilizando a

formula aritmética padrdo de 272,

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para gPCR

Gene Sequéncia

mMLKL FW 5 CTGGCAGAGAACGAATCTTGG ¥
mMLKL RV 5 TCCTCTTACACCTTCTTGTCCG 3
mRIPK3 FW 5 AAGTTATGGCCTACTGGTGCG ¥
mRIPK3 RV 5 TCCGAACCCTCCTTTACCCA 3
mActin FW 5 GTCATCCATGGCGAACTGGT 3’
mActin RV 5 GTCATCCATGGCGAACTGGT 3’
mSTAT1 FW 5 AGAGCCAGTCGTTTCAGCTC ¥
mSTAT1 RV 5 AGCAATCACCACACACAGCA ¥
mSTAT3 FW 5 TCTGTGTGACACCATTCATTGAT 3’
mSTAT3 RV 5 GACTCAAACTGCCCTCCTGC ¥
mSTAT5b FW 5 CCATGTCTGTGACCCAAAGTAA 3
mSTAT5b RV 5 TCACAACCTACAGAGCCCGAA ¥
mFOS FW 5 CTACCATTCCCCAGCCGAC 3’
mFOS RV 5 ATCTGCGCAAAAGTCCTGTG 3’
mJun FW 5 CCAGCAACTTTCCTGACCCA 3
mJun RV 5 TTTACAGTCTCGGTGGCAGC ¥
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2.4 Medidas de atividade do promotor

2.4.1 Transfeccdao celular por Lipofectamina 3000

Para transfeccao celular os reagentes lipofectamina 3000 e DNA
com o reagente P300 foram diluidos separadamente em meio Opti-MEM (Invitrogen).
ApoOs essas preparacles, as duas diluicdes foram misturadas a uma proporcao 1:1,
incubadas a temperatura ambiente por 15min, e entregue as ceélulas em forma de
gotejamento.

Para os ensaios de otimizacdo, utilizamos o vetor pcDNA3-EGFP
(Addgene), e a analise da eficiéncia da transfeccédo foi realizada 24h, 36h e 48h pés
transfeccdo pelo microscépio de fluorescéncia FSX100 (LifeScience), e quantificada
por citometria de fluxo (LSFORTESSA BD). O tempo de 48h pdés-transfec¢cdo mostrou a
melhor eficiéncia (dados de otimizacdo ndo mostrados). Esse protocolo de célculo da
eficiéncia de transfeccdo através do vetor EGFP por citometria foi realizado para todas

as linhagens usadas neste estudo.

2.4.2 Ensaios de Luciferase para avaliar atividade da regido promotora

Para medir a atividade da regido promotora através da expresséao de
luciferase, foi utilizado o kit Dual Luciferase Reporter Assay System (cat# E1910
Promega) seguindo as instrucfes do fabricante.

Resumidamente, o protocolo consistiu em plaguear 0,5x10° ou
0,25x10° de células NIH3T3 ou MEF em placas de 12 ou 24 pogos, respectivamente.
Apés 24h de adesdao celular, os pocgos foram transfectados com os construtos e apos
12h foram estimulados ou ndo com IFN-y. A dose e o tempo de estimulo foram
escolhidos de acordo com o nivel de expressao génica/proteica (descrito acima). Apds
o tempo de estimulo, o meio dos pocos foi descartado, lavado com PBS, e para
desaderéncia das células foi utilizado o tampéao de lise providenciado pelo kit. Apds a
lise, 20uL do lisado celular foram transferidos para placas brancas opacas, necessarias
para experimentos de luminescéncia para evitar o crosstalk entre as amostras. O

tampao de lise foi utilizado como branco, e a leitura das amostras foi realizada com o



39

aparelho GloMax Discovery (Promega) seguindo o Dual Luciferase Reporter Assay
protocol, que contém o substrato luciferina, previamente estabelecido pela empresa e
contido no aparelho.

Para transfecgéo celular dos construtos gerados, foi feita uma co-
transfeccéo dos construtos que expressam Luciferase Firefly (pGL4) juntamente com o
vetor controle contendo a Luciferase Renilla (pRL-SV40), ambos da Promega. Foi
utilizado uma proporcdo de 1:10 para Renila:Firefly. Ap6s a mensuracdo das duas
luminescéncias, a normalizagcéo dos dados foi gerada pela razao Firefly/Renilla de cada
amostra e os dados foram analisados no software GraphPad calculando a média e

desvio padrédo das amostras.

2.4.3 Ensaio de marcacgao intracelular para interferon gama por citometria de

fluxo

Para avaliar se 0 método de transfeccdo por lipossomo estava
induzindo a expressao de IFN-y em células MEF, realizamos um ensaio de marcacao
intracelular. Os reagentes de fixacdo e permeabilizacdo utilizados (FIX & PERM Cell
reagentes) foram adquiridos da Thermo Fisher.

Brevemente, aproximadamente 10° células foram plaqueadas em
placa de 6 pocos e apds 24h de aderéncia, foram transfectadas com 250uL do
complexo contendo DNA+lipofectamina, seguindo o mesmo protocolo de transfeccao
utilizado para ensaios de luciferase. Apés 8 e 24h de transfeccdo as células foram
coletadas, centrifugadas a 300g por 5min, seu pellet ressuspendido em 100uL de
solucéo de fixacdo (reagente A, Thermo Fisher) e incubadas a temperatura ambiente
por 15min. Apds esse periodo, as células foram lavadas com 3mL de staining buffer
(PBS, 0,1% NaNs, 5% SFB) e incubadas por 20min contendo 100uL da solucdo de
permeabilizacdo (reagente B) adicionados de 5uL do anticorpo APC Anti mouse-IFNy
(Biolegend) ou APC mouse igG1 (Biolegend), para controle do isétipo.

Decorrido esse periodo de incubagéo, as células foram lavadas com
3mL de staining buffer e o pellet ressuspendido em 500uL do mesmo tampéo. As

amostras foram analisadas no citbmetro Attune Nxt (Thermo Fisher).
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Previamente a coleta, foi adicionado nas ultimas 6 e 12 horas de
incubacdo para 8 e 24h do timepoint, respectivamente, as células o inibidor de

transporte intracelular, comercialmente conhecido como GolgiStop (BD).

2.5 Intervencéo farmacoldgica nas vias de sinalizacdo potencialmente envolvidas

na modulacdo de MLKL

Os inibidores farmacologicos a seguir foram utilizados nesta
abordagem de inibicdo de vias de sinalizacdo potencialmente envolvidas com a
regulacdo de MLKL de acordo com nossos experimentos de TFs in silico. Abaixo
encontra-se destacada a concentracdo utilizada, como também o alvo de inibicdo de

cada um.

eRuxolitinib (cat# SC-364729) 10uM: Inibidor de Janus-associated
kinases (JAK); JAK 1, JAK 2 e JAK 3;

e STATTIC/STAT3 inhibitor V (cat# SC-202818) 1uM: Inibidor de
STATS;

eJak Inhibitor I (cat# SC-204021) 10uM: Inibidor de JAK 1, JAK 2 e
JAK 3;

¢ SP600125 (cat# SC-200635) 10UM: Inibidor de c-Jun N-terminal
Kinases (JNK); JNK1, JNK2 e JNK3;

¢ STATS inhibitor (cat# SC-355979) 10uM: Inibidor de STATS.

Em uma primeira abordagem, células MEF foram plaqueadas em
placas de 12 pocos em uma confluéncia de 0,5x10° por poco e apds aproximadamente
24h de aderéncia as células foram tratadas com a concentracdo de cada inibidor
farmacoldgico, como indicado acima. Apos 1h de tratamento, as células foram ou néao
transfectadas com Lipofectamina 3000, e apds 16h, 100uL de cada poco foi descartado
e entdo adicionado 100uL de IFN-y a 100ng/uL de. Apds 24h do tratamento com IFN-y
e totalizando aproximadamente 48h de experimento, as células foram coletadas para
extracdo de RNA.

Em uma segunda abordagem, seguindo o mesmo raciocinio, com

excecdo do meétodo de transfeccdo, células MEF foram tratadas com inibidor
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farmacoldgico, e apdés 2h foram estimuladas com 100ng/mL de IFN-y. Apos 48h de
estimulo, as células foram coletadas para extracao proteica.

E por fim, em uma terceira abordagem, além da inibicdo das vias,
células MEF foram estimuladas com 100ng/uL de IFN-y e a expressdo génica dos
genes de STATL, STAT3, STAT5, c-Jun, c-Fos e MLKL foram avaliadas.

Um esquema representando o workflow destes experimentos esta

representado na figura 9, abaixo.

Células aderidas

g ; )|

Inibidor IFN-y Inibidor
100ng/mL
L 1h T N
Transfecgdo IFN-y
¢ gPCR e WB 100ng/mL
@ 16h u ash
IFN-y
100ng/mL qPCRe WB
1} 24n
qPCR

Esquema para avaliagdo da participagcdo de vias de sinalizacdo na
estimulacdo da expresséao/atividade do promotor de MLKL.
Figura 9. Esquema do workflow dos experimentos de vias de sinalizacéo

2.6 CRISPR screening — mapeamento das regides regulatorias do promotor de
MLKL murino

Esta parte do projeto foi desenvolvida no laboratério do Dr. Richard
Sherwood, durante o periodo de doutorado sanduiche, na instituicdo de ensino Harvard
Medical School, Departamento de Genética, em associagdo com o Brigham and
Women’s Hospital, ambos em Boston (EUA). A ideia inicial deste projeto era realizar
esse screening em células humanas. Porém, mesmo apos varias tentativas, a insercao
de GFP em células humanas néo foi satisfatoria. Dessa forma, decidimos seguir com

nosso modelo de mMLKL testando o screening em células MEF.
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2.6.1 Insercdo de GFP no gene de MLKL murino

2.6.1.1 Desenho do RNA guia para insercdo de GFP no gene de MLKL murino

O protocolo para desenho e parte experimental da insercao de GFP
em um gene foi publicado e descrito pelo laboratério do Dr. Sherwood. 159

O objetivo desse método era inserir o gene do GFP no gene do
mMLKL, de forma que ambos os genes estivessem na mesma fase de leitura. Para
isso, a primeira etapa foi identificar o codon de parada do transcrito de mMLKL, a fim
de se criar uma fusédo de GFP na regido C-terminal de MLKL. Usando o navegador do
genoma UCSC (http://genome.ucsc.edu/), identificamos o cdédon de parada e, embora o
mMLKL tenha transcritos diferentes, todos possuem o mesmo cédon de parada.

A segunda etapa foi escolher uma sequéncia PAM proxima ao cédon
de parada. O RNA guia (gRNA) direcionado as regiées gendmicas deve ter o formato
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGG  ou (N20)NGG em que vermelho é o
protoespacador (QRNA) e azul € o PAM necessario no genoma e que nao faz parte do
protoespacador. O NGG pode estar em qualquer uma das fitas, portanto a sequéncia
CCN(NZ20) também é um alvo aceitdvel. Com o propdsito de fazer uma proteina de
fusdo C-terminal, queriamos encontrar o NGG em qualquer fita do DNA alvo que
estivesse mais proxima do cédon de parada, pois a recombinacdo homologa funciona
melhor quando os bracos de homologia estdo o mais proximo possivel da quebra da
fita dupla. A Unica limitagdo era que precisavamos ter certeza de que o protoespacador
nao continuaria a cortar apés a recombinacdo homéloga. Na prética, significa que as
sequéncias NGG antes ou contendo o codon de parada ndo devem ser usadas, mas as
sequéncias NGG ap6s o coédon de parada e as sequéncias CCN imediatamente antes,
incluindo ou apés o cédon de parada podem ser usadas.

Com isso em mente, encontramos o cdédon de parada mMLKL, bem

como a sequéncia PAM mais proxima a ele, como podemos ver abaixo.

mMLKL

5'acacgtgtgccagggttataggcacgtaccatcatgcctcatttgagatttgggttttcaaagattgacaagttagagtect
gtgtgaggatggtttagggagcaggcagacccggcaaacaccgttcctgtgcectcatctactgcaggegtcttegtgttcee
agcttggctgtgtcgggaacccgctcttgtctcaccttcttttcgttcattcataggaatcttggagagactgtctgcggttgaag
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aatccacggacaagaaggtgtaagaggacaaagtggacatttgtccttcatatctgttagcagcatcaacttattgctggga

gcaaatagcttctttctcecttgettgettgettttttttttettttacttgagatgggatctcaccatgtagccectgaaaactgtgta

gaacaggctggctcaaactcaaggaaatcttccagttctgcctcctgaatgctggaattaaaggcatagaccacc 3’

Legenda: TAA é o cédon de parada e AGG é a sequéncia PAM. Sublinhado esta a

nossa sequéncia de gRNA

Como o promotor U6 que foi usado para transcrever o gRNA na
célula é mais eficiente quando a primeira base transcrita € um ‘G’, usamos o seguinte
esquema para projetar o protoespacador permitindo sua amplificacdo, lembrando que
0s protoespacadores devem ter 19-20pb de homologia com o genoma imediatamente
anterior a sequéncia NGG "PAM":

A. Se a sequéncia do genoma for GNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NGG (GN19NGG), a sequéncia do protoespacador deve ser
GNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NGG (GN19).

B. Se “A” ndo for possivel, mas GNNNNNNNNNNNNNNNNNN NGG
(GN18NGG) for possivel, a sequéncia do protoespacador deve ser
GNNNNNNNNNNNNNNNNNNN (GN18).

C. Se “A” e “B” nado forem possiveis, a sequéncia do protoespacador
deve ser GNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN (GN20) onde a sequéncia gendmica é
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNGG (N20NGG) - ndo importa se o primeiro G esta no genoma.

Depois de aplicar essas regras, a sequéncia final escolhida para o
protoespacador foi GCACGGACAAGAAGGTGTAAG. O oligonucleotideo que
solicitamos continha esta sequéncia de 21pb flanqueada por sequéncias iniciadoras
para sua posterior amplificacdo por PCR e clonagem.

Abaixo, temos o oligonucleotideo completo que foi pedido, contendo

0 protoespacador que esta sublinhado e flanqueado por sequéncias forward e reversa

usadas para clonagem.

mMLKL_gRNA _oligo:
GGAAAGGACGAAACACCGCACGGACAAGAAGGTGTAAGGTTTAAGAGCTATGCTG
GAAAC
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2.6.1.2 Clonagem do gRNA no vetor p2T-U6-sg2XBbsl-FE-HygroR

A amplificacdo do gRNA foi realizada usando 25uL de 2x Q5 Ultrall
Mastermix (M0544L NEB), 1,25uL de cada primer Fw e Rv (Primers sgRNA_60bp), 1L
de gRNA (20uM) e a reacao completada com agua para 50uL. A reacao foi executada
em um termociclador seguindo as seguintes etapas: 1x 98°C por 30 segundos, 30 X
98°C por 15 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 1min e com uma extenséo
final de 72°C por 5min. Apdés a reacdo, o produto oriundo da reacdo de PCR
correspondendo a 137pb foi extraido e purificado de um gel de agarose 2% utilizando o
kit de purificacdo QIAquick gel extraction (Qiagen) conforme normas do fabricante.

Apos a extracdo, a amostra foi quantificada por nanodrop (Thermo Fisher).

Primers utilizados:
010415 sgRNA _60bp_fw:

TAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACA
CCG

010415 sgRNA_60bp_rv:

GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTAAACTTGCTATGCTGTTTCCAGCATAGCTCTTA
AAC

O vetor utilizado para esta clonagem foi o p2T-U6-sg2XBbsI-FE
HygR (criado pelo préprio laboratério do Dr. Sherwood). Em uma reagéo digerimos 6ug
de vetor com 2,5uL da enzima de restricdo Bbsl (NEB), 5uL de tampéo 2.1 e a reacao
foi completada para 60uL com agua e incubada a 37°C por 16h. Apds esse periodo a
reacao foi extraida e purificada de um gel de agarose 1% utilizando o kit de purificacédo
QIAquick gel extraction (Qiagen) conforme normas do fabricante. Apés a extracao, a
amostra foi quantificada por nanodrop (Thermo Fisher).

Para unir o fragmento de gRNA ao vetor, ao invés da classica
reacao de ligacao, utilizamos uma reacdo chamada de Nebuilder, que consistiu em
uma reacao de 330ng do vetor linear e purificado, 50ng do inserto de PCR purificado,
10uL de 2xNEBuilder master mix (NEB cat# E2621L) e completado com &gua para
20uL totais. Juntamente com esta reacdo, também incluimos uma reagéo para controle

negativo, que continha todos os itens listados acima, exceto o inserto de PCR, dessa
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forma também seria possivel avaliar a qualidade do vetor digerido e qual a
porcentagem do préprio vetor estava se auto-ligando, um controle que chamamos de
“background control”. A reacgao foi incubada a 50°C por 1h em um termociclador.

Desta reacdo, 2,5uL foram transformados em 25uL de células
NEB1Obeta quimicamente competentes (NEB). O protocolo de transformacéo
brevemente seguiu 0s seguintes passos: incubacdo da mistura em gelo por 30min,
choque térmico de 25-30 segundos a 42°C, incubagéo em gelo por 2-5min, agitador por
30min a 37°C e, em seguida, a reacao foi semeada em placas com LB + ampicilina e
incubadas a 37°C por 16h. Na manha seguinte, 8 colénias foram coletadas e enviadas
para sequenciamento de sanger para confirmar a clonagem com o primer
pX330_seqgfw. Quando correto, o construto foi amplificado em grande escala

(maxiprep).

Primer pX330_seqfw: GAGGGCCTATTTCCCATGAT

2.6.1.3 Desenho de primers para inser¢gao de GFP no gene de MLKL

O laboratério do Dr. Sherwood previamente descobriu que a
insercdo de GFP com bracos de homologia de 75-80pb é suficiente para induzir knock-
in com eficiéncia apreciavel. Por conta do custo e da eficiéncia da reacdo de PCR,
adicionamos esses bragcos de homologia usando duas rodadas de PCR, cada um dos
quais adiciona 35-40pb de homologia ao GFP. Cada primer tem 60bp, que é 0 maximo
permitido antes de um aumento de preco significativo.

Os bracos de homologia foram projetados para codificar o gene de
GFP na mesma fase de leitura que o gene de mMLKL, sendo que o gene de GFP
terminaria imediatamente downstream ao stop cédon de mMLKL. Além disso, os
bracos de homologia foram projetados de modo a ndo se sobreporem a sequéncia do
gRNA em mais de 5pb de cada lado.

Para o braco dianteiro, o braco de homologia deve sempre incluir
todo o ultimo cédon antes do codon de parada para permitir a fusdo C-terminal na fase
de leitura correta (in frame) do GFP. Para o bracgo reverso, a regra de nédo se sobrepor
a sequéncia de gRNA em mais de 5bp significa que uma parte da UTR 3' sera

removida. Nao descobrimos que este seja um problema para a expressao génica, mas
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limitamos a extensdo dessa remocao projetando gRNAs o mais proximo possivel do
cédon de parada (ver secdo anterior) e projetando os bracos de homologia com o
méaximo permitido de 5bp de sobreposicdo com o gRNA. A fase de leitura aberta de
GFP sem ATG para a fusdo C-terminal amplificado € mostrado abaixo. O primeiro par

de bracos para homologia tinha o seguinte formato (Figura 10):

r Primer Fw

GTGAGCAAGGGCGAGGAGCT GTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGAC
GTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTG
ACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACC
CTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTC
AAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAAC
TACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAG
GGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGC
CACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGC
CACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGC
GACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGAC
CCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTC
GGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGCGGCCGCAATTCACTCCTCA

Stop CodonJ Primer RevJ

Figura 10. Sequéncia do primeiro par de bracos homologos utilizados para fazer a
insercéo de gfp no gene de mMLKL

Primers utilizados:

MmMLKL_GFPhomologyarm_fw [MLKL pre-stop40bp] GTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
mMLKL_GFPhomologyarm_rv [complemento reverso pos-parada de MLKL 40bp]
TGAGGAGTGAATTGCGGCCG

O segundo par de bracos homologos se sobrepbs aos primeiros
bracos de homologia em 20-30bp e os estendeu em 30-40bp em cada extremidade -
cada primer foi projetado para ter exatamente 60bp. Para determinar a quantidade de
sobreposicao a ser projetada com o primeiro par de primer, escolhemos a sobreposicéo
minima de modo que a regido de sobreposicdo fosse estimada como tendo uma
temperatura de anelamento maior que 65 graus usando a calculadora NEB Tm
(http://tmcalculator.neb.com/# ! /) - usando as configuracbes padrdao Q5. Seguindo

essas instrugdes, obtivemos 0s seguintes primers:

acacgtgtgccagggttataggcacgtaccatcatgcctcatttgagatttgggttttcaaagattgacaagttagagtcctgt
gtgaggatggtttagggagcaggcagacccggcaaacaccgttcctgtgcctcatctactgcaggegtettegtgttceca
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gcttggctgtgtcgggaacccqctctigtctcaccticttticgticaticataggaatcttggagagactgtctgcggttgaaga

atccacqgacaagaaggtgtaagaggacaaagtggacatttgtccttcatatctgttagcagcatcaacttattgctgggag

caaatagcttctttctcccttgctigcetigctttttttctttctittacttgagatgggatctcaccatgtagcccctgaaaactgtgtag

aacaggctggctcaaactcaaggaaatcttccagttctgcctectgaatgctggaattaaaggcatagaccacc

Legenda: TAA = codon de parada, bracos de homologia, protoespacador

MLKL3"_GFPHDR_fw
GGAATCTTGGAGAGACTGTCTGCGGTTGAAGAATCCACGGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
MLKL3"_GFPHDR_rv
GATGCTGCTAACAGATATGAAGGACAAATGTCCACTTTGTTGAGGAGTGAATTGCGGCCG
MLKL3"_HDRExt_fw
GGAACCCGCTCTTGTCTCACCTTCTTTTCGTTCATTCATAGGAATCTTGGAGAGACTGTC
MLKL3 _HDREXxt_rv
AGCAAGGGAGAAAGAAGCTATTTGCTCCCAGCAATAAGTTGATGCTGCTAACAGATATGA

2.6.1.4 Amplificacédo dos bracos homoélogos de GFP

Foram realizadas duas reagbes de PCRs sucessivas sem
purificacdo entre si para amplificar o cassete do braco de homologia GFP. Utilizamos a
enzima NEB Q5 Ultrall Mastermix (M0544L) e o plasmideo p2Lox-GFP-V5 como nosso
molde de GFP.

PCR1: seguiu 0 mesmo padréo de reacdo de PCR ja descrito acima,
utilizando os primers MLKL3"_GFPHDR_fw e MLKL3"_GFPHDR_rv (ambos 20 uM) por
15 ciclos. O tamanho do produto PCR1 era de 820pb.

PCR2: Em seguida, realizamos uma segunda PCR usando a
primeira reacdo de PCR como molde sem purificacdo e utilizando os primers
MLKL3"_HDRExt_fw e MLKL3"_HDREXxt_rv por 30 ciclos. O tamanho final do produto
de 900pb foi purificado em 10uL de tampao de eluicdo utilizando o kit Qia Quick

Purification (Qiagen).
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2.6.1.5 Nucleoporacéo

Uma vez que o construto contendo o gRNA foi gerado e os bragos
homélogos foram amplificados, o préximo passo foi nucleoporar esses itens para
dentro das células para que a insercdo pudesse ocorrer.

Para a nucleoporacéo das células MEF, usamos uma mistura de 1ug
do plasmideo CBh Cas9-BlastR (o qual codifica a nucleasse Cas9), 10uL da
amplificacdo purificada dos bracos homdélogos de GFP-MLKL e, 1ug do vetor p2T-U6-
sg2XBbsl-FE HygR contendo o gRNA. Para este procedimento, 1 milhdo de células
MEF foram desaderidas e ressuspendidas em 100uL de OptiMEM contendo esta
mistura de DNA, homogeneizadas e transferidas para uma cubeta de nucleoporacao.
Usamos o programa CZ167 na maquina de nucleofeccdo Amaxa 4D (Lonza). Apés a
nucleoporacao, deixamos as células repousarem na cubeta por 15min em temperatura
ambiente antes do plagueamento.

Apoés 24h iniciamos a selecdo de Blasticidina na concentracdo de
10pg/mL por 2 dias. ApoOs a selecdo, esperamos até que as células atingissem uma
confluéncia de 80-90% para realizar uma analise de citometria e avaliar a porcentagem

de células GFP positivas.

2.6.1.6 Citometria de fluxo e Sorting

A porcentagem de GFP de células MEF foi analisada usando
FACSymphony (BD). As células foram ressuspensas em tampdo FACS (Termo Fisher)
e a estratégia de gates foi definida para adquirir 10 mil eventos por amostra. Quando

necessario, essas células foram sorteadas usando o Moflo Astrios (Beckman).

2.6.2 Biblioteca de CRISPR

2.6.2.1 Desenho da biblioteca: CRISPR-Cas9 e CRISPRI

Para iniciar o desenho da biblioteca, a primeira questdo era qual

regido deveriamos ter como alvo em nosso screening. Para responder a essa pergunta,
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usamos as duas versbes mais recentes do genoma disponiveis no UCSC Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu). A versdo mm10 nos mostrou caracteristicas do
Eukaryotic Promoter Database (EPD), através das quais foi possivel observar
interacdes gendmicas do promotor de mMLKL com genes vizinhos (Figura 11). Com
base nisso, caracterizamos essas regides como potenciais enhancers, sendo elas as
regides intrénicas dos genes Rfwd3, Wdr59 e Znrfl, como podemos ver na figura 11.
Da mesma forma, outra caracteristica importante foi observar se
essas regifes coincidiam com regides de atividade da cromatina em células de
fibroblastos, a fim de ter mais certeza de que as mesmas regides estariam presentes e
ativas em nosso modelo de células MEF. A versdo mml0 nao apresentou

caracteristicas de atividade da cromatina em fibroblastos, mas a versdo mm9 sim.
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Wdr59 e Znrfl e mMLKL fornecida pelo banco de dados EPD.
Figura 11. Dados de UCSC da versdo gendmica mm10

mm10

Como podemos ver na figura 12-A, tinhamos dados de células NIH-
3T3, fibroblastos imortalizados, e também de células de fibroblastos primarios.
Também podemos observar que 0s potenciais enhancers que observamos antes
(genes Rfwd3, Wdr59 e Znrfl) também apresentaram pico de sinal DNAse |, um dos

marcadores de atividade da cromatina (destacado no quadrado vermelho na Figura 12-
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A), 0 que aumentou nossa confianca para rastrear esses genes em nossas células
MEF. Com base nessa caracteristica, também incluimos uma regido sem anotacéo
gendmica proxima ao promotor mMLKL e antes do proximo gene (Fa2h) em nosso
screening (representado pelo quadrado vermelho direito na figura 12-B) como um
potencial enhancer. Além disso, incluimos uma regido préxima ao promotor mMLKL
sem atividade da cromatina como controle negativo (quadrado vermelho a esquerda na
Figura 12-B). Como essa regido esta realmente proxima do promotor mMLKL, usamos
essa regido de controle negativo para testar se as possiveis caracteristicas de
regulacdo que encontramos no promotor mMLKL n&o sdo devido a um efeito fora do

alvo em uma regido préxima a ele.
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A) Sinal DNAse | de NIH-3T3 e células de fibroblastos primarios. Potenciais enhancers
encontrados na versdo mml0 estdo destacados com quadrados vermelhos B) O quadrado
vermelho direito representa um enhancer adicional sem anotagdo genémica que incluimos em

nosso screening e o quadrado vermelho esquerdo representa uma regido de controle negativo
que também incluimos.

Figura 12. Dados de UCSC da versédo gendmica mm9

Por fim, decidimos seguir com o promotor mMLKL previsto, uma
regido negativa proxima ao promotor mMLKL e quatro regides de potenciais enhancers
Rfwd3, Wdr59 e Znrfl e uma sem anotacao.

Decidimos estudar essas quatro regidoes de potenciais enhancers

com a ferramenta de CRISPR de interferéncia (CRISPRI) e estudar a regido do
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promotor de mMLKL com a ferramenta de CRISPR-Cas9 classica (com atividade
nuclease).

O CRISPRi € composto por um Cas9 sem atividade catalitica
(dCAs9) complexada com um dominio repressor denominado caixa associada a
Krippel (KRAB) mais o gRNA especifico para uma regido alvo. Este complexo dCas9-
KRAB-gRNA se liga ao DNA complementar ao gRNA causando além de um bloqueio
estérico que interrompe o alongamento do transcrito, uma repressao génica por conta
do dominio de repressdo KRAB, resultando no silenciamento da transcrigdo.(4®
Usando CRISPRi em vez do sistema de nuclease CRISPR classico para estudar os
potenciais enhancers nos ajudou a espacar cada gRNA em torno de 1kb um do outro,
pois CRISPRi atua dentro de uma janela de 1kb em torno da regido alvo.159) A
diminuicdo da quantidade de gRNA tem impacto positivo nas aplicagcdes subsequentes
como por exemplo, nimero de células necessarias, reagentes necessarios, custo com
sequenciamento de nova geragao, etc.

Em relagdo ao promotor mMLKL, decidimos utilizar o sistema
CRISPR-Cas9 e ter como alvo toda regido PAM 5’ NG 3’ na regido promotora predita.
Com este tipo de screening, poderiamos ter informacfes mais detalhadas de potenciais
elementos regulatdrios responsaveis pela ativacao do promotor mMLKL.

Para criar uma biblioteca de gRNA para a abordagem CRISPRI,
utilizamos o site de design Broad gRNA, usando a configuragcdo padrdo para um
comprimento de gRNA de 20pb e tendo como alvo toda sequéncia PAM 5 NGG 3’
para todos potenciais enhancers (https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-
tools/sgrna-design). Depois disso, espacamos cada gRNA em torno de 1kb, conforme
ja explicado acima.

Para a biblioteca de CRISPR-Cas9 direcionada ao promotor mMLKL,
usamos um script ja estabelecido no laboratério do Dr. Sherwood tendo como alvo toda
regiao PAM 5’ NG 3, pois para esse screening utilizamos uma versao da enzima Cas9
gue reconhece o PAM 5’ NG 3'.

Portanto, apds toda essa analise e desenho dos gRNAS, solicitamos
a producgao de uma biblioteca combinada da empresa Twist Bioscience contendo 2.000
gRNA: 816 gRNA direcionado ao promotor mMLKL (PAM & NG 3’), 1.051 gRNA
direcionado aos potenciais enhancers (5 NGG 3’) e 133 gRNA de controle contendo
regides nao-alvo, controles positivos de GFP e a regido de controle negativo. Os

controles ndo alvo sdo controles que nao tem como alvo nenhum gene murino, 0s
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controles GFP sao controles que tem como alvo a regido de GFP, ou seja, funcionam
como controles positivos, e 0s controles negativos sao os controles que selecionamos
com base na proximidade ao promotor, mas sem atividade de cromatina, como ja
descrito acima.

Todos gRNA continham uma sequéncia flanqueadora antes e depois
de cada sequéncia do protoespacador para posterior clonagem. A fim de separar todo
o pool de gRNA direcionado ao promotor mMLKL do pool de gRNA direcionado aos
enhancers, também anexamos no inicio de cada um desses dois grupos uma
sequéncia flanqueadora especifica para posterior amplificacdo e identificacdo. Desta
forma, todo o gRNA direcionado ao promotor mMLKL seria amplificado por um primer A
de sub-biblioteca, e todo o gRNA direcionado aos potenciais enhancers seria
amplificado por um primer B de sub-biblioteca. Todos os controles foram divididos entre
ambas as sub-bibliotecas. Mais detalhes sobre a etapa de clonagem sao descritos
abaixo.

A lista com a sequéncia completa de todos os gRNA utilizados neste
projeto pode ser encontrada na pasta de armazenamento em nuvem OneDrive:
https://1drv.ms/u/s!AKN_ZLT7xDvegldmcpw-AzNwyge-?e=WxMuOm

2.6.2.2 Clonagem das bibliotecas

A biblioteca foi ressuspensa em tampé&o TE a uma concentracao de
10ng/uL. Conforme descrito anteriormente, nossa estratégia para clonar a biblioteca de
gRNA combinada foi usar dois primers de sub-biblioteca a fim de pré-amplificar uma
sub-biblioteca contendo os gRNA gque teria como alvo PAM 5 NG 3’ (CRISPR-Cas9) e
um segundo que teria como alvo 5 NGG 3’ (CRISPRI). Os controles foram divididos
igualmente entre eles.

Para cada sub-biblioteca, usamos uma estrutura lentiviral diferente
para clonagem: para a sub-biblioteca do promotor mMLKL (aqui também referida como
Sub-biblioteca A), clonamos a biblioteca em um vetor CRISPR-V2-FE-SpG-PuroR
(criado por nosso laboratorio). Para a sub-biblioteca direcionada aos enhancers (aqui
também referidos como Sub-biblioteca B), usamos o vetor pLenti-gRNA-FE-PPT PuroR
(Addgene #52961 e modificado pelo nosso laboratério). Essa variacdo de vetores

lentiviral € devido a presencga ou auséncia de Cas9 no vetor, porque lembrando, para o


https://1drv.ms/u/s!AkN_ZLT7xDvegldmcpw-AzNwyge-?e=WxMuOm
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sistema de CRISPRI ndo ha atividade catalitica da enzima Cas9, por isso utilizamos o
vetor pLenti-gRNA-FE-PPT, o qual ndo expressa a enzima.

Seguindo o mesmo protocolo de digestdo descrito nas secdes
anteriores, digerimos 10ug de cada vetor com a enzima Bsmbl (NEB) a 37°C por 16h e
extraimos e purificamos de um gel de agarose 1% o produto de 8,1kb.

Para a amplificacdo da biblioteca, primeiro realizamos um gPCR
usando 1,25uL de biblioteca para determinar quantos ciclos de PCR deveriamos setar
para uma amplificacdo completa da biblioteca. O protocolo para a reagcdo de gPCR
usou 7,5uL de master mix Q5, 0,375uL de primer para forward e reverso, 0,75uL de
Evagreen, e a reacao foi completada com agua até 15uL.

A combinacdo de primer usada para esta reagdo foi o
122019 SubLibA _fw ou 0 122019 SubLibB_fw combinado com
010415 sgRNA_60bp_rv.

Primers:
122019 SubLibA_fw: TTGGATGCAGGTCGAAAGGC

122019_SubLibB_fw: GCACGGACAAAGTACTAGCC

010415_sgRNA_60bp_rv:GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTAAACTTGCTATGCTG
TTTCCAGCATAGCTCTTAAAC

Apoés determinar a contagem do ciclo de gPCR, realizamos um PCR
convencional (conforme descrito anteriormente) com 0,25uL de biblioteca com os
mesmos primers acima, em uma reagdo total de 200uL com extensdo de 1min e
temperatura de anelamento (TA) de 65°C. ApOs a reacdo, o produto da PCR foi
purificado em 50uL de tampéao de eluicdo usando o kit de purificacdo de PCR (Qiagen).
Esta primeira etapa de amplificacédo foi realizada apenas para pré-amplificar e separar
as sub-bibliotecas em diferentes reagoes.

Depois disso, realizamos uma segunda gPCR usando 0,25uL de
PCR1, ta = 72°C com o0s seguintes primers: 010415 sgRNA 60bp fw e
010415 sgRNA _60bp_rv.

Apoés a contagem de ciclos determinada por esta segunda qPCR,
realizamos um segunda PCR convencional contendo 22,5uL de produto oriundo da

PCR1 com a mesma combinagdo de primer acima (SgRNA_60bp fw e rv) em uma
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reacao total de 200uL com extensdo de 1min e ta = 72°C. O produto de 160pb foi
extraido e purificado de um gel de agarose 2% (kit purificacdo Qiagen).

O produto final continha as seguintes sequéncias:

TTGGATGCAGGTCGAAAGGCTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATAT
CTTGTGGAAAGGACGAAACACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTAAGAGCT
ATGCTGGAAACAGCATAGCAAGTTTAAATAAGGCTAGTTAG

Legenda: Primer Sub-Bilioteca (A ou B), 010415 sgRNA _60bp_fw, sequéncia de gRNA
(20-21pb), 010415 sgRNA 60bp_rv

Para clonar o plasmideo digerido com cada sub-biblioteca,
realizamos uma reacdo de NEBuilder contendo 1ug de vetor, 90ng de produto de PCR,
50uL de 2x NEBuilder master mix (NEB cat#E2621L) e preenchido até 100uL com
agua. A reacdo foi incubada durante 1h a 50°C.

ApoOs a reagdo do NEBuilder, realizamos uma purificacdo desta
reacao da seguinte maneira: agitamos a reacdo em vortex e incubamos a temperatura
ambiente por 15min, centrifugamos a 15.000g por 15min, removemos cuidadosamente
o liquido sem perturbar o pellet e lavamos o pellet com 300uL de etanol 80% com uma
centrifugacéo final a 15.000g por 5min. Apds esta etapa, a maior parte do liquido foi
removida com o auxilio de uma P1000 e a reacdo centrifugada a 15.000g por 1min.
Todo o liquido restante foi removido com uma p200, e o pellet foi seco a temperatura
ambiente por 3-5min, mantendo a tampa aberta. O pellet foi ressuspendido em 8,25uL
de tampéo de eluigéo (TE).

Apébs esse processo de purificacdo, 0,25uL de reacdo e 0,25uL de
plasmideo digerido como controle foram transformados em 25uL de células
quimicamente competentes estaveis (H3040 NEB), e o protocolo de transformacgéo foi
realizado conforme descrito anteriormente.

Para uma boa variabilidade, esperamos o minimo de 100 col6nias
para cada gRNA, entdo para a sub-biblioteca A (promotor mMLKL) que tem 879
membros (com controles), a diversidade minima desejada exigiu 87.900 col6nias e
para a sub-biblioteca B (enhancers) que tem 1.121 membros (com controles), a
diversidade minima desejada exigia 112.100 colbnias.
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Apé6s a transformacédo, realizamos um PCR de colbnia em 16
colénias de cada sub-biblioteca usando a mistura principal da Polimerase Onetaqg em
uma reacgdo total de 25uL, TA = 55°C, por 35 ciclos com o0s seguintes primers:
pX330_seqfw e 111219 postPT_rv.

Primers:
pX330_seqfw: GAGGGCCTATTTCCCATGAT
111219 postPT_rv: CTAGGCACCGGATCAATTGC

A proxima etapa foi purificar todas as amostras que mostraram uma
banda de 550pb (tamanho da banda indicando presenca do gRNA) em um gel de
agarose a 2% e envia-las para sequenciamento de Sanger para garantir que havia uma
boa diversidade entre os membros da biblioteca.

Apos esta confirmacdo, os 8L restantes da reacdo NEBuilder foram
transformados usando células eletrocompetentes Endura (Lucigen). Para esta
transformacao, 100uL de células eletrocompetentes foram transferidas para uma
cubeta de 1,0mm e, em seguida, 2uL do produto NEBuilder foram adicionados a cada
cubeta. A eletroporacdo seguiu os parametros: 10uF, 6000hms e 1800 Volts no
equipamento Gene Pulser Xcell (BioRad). Imediatamente apés a eletroporacdo, as
células foram recuperadas em meio de recuperacdo de 975uL fornecido pelo mesmo
kit, transferidas para um tubo snap-cap e incubadas a 30°C por 1h. A partir dai, 10uL
foram plaqueados em placas LB+Amp em uma diluicho de 40.000 vezes da
transformacao original para estimar a eficiéncia da transformacdo e garantir que a
representacdo completa da biblioteca fosse preservada. O restante foi inoculado em
400mL LB+Amp, incubado sob rotagcéo constante a 30°C por 18h e purificado em larga
escala (maxiprep).

Essas preparagOes foram rotuladas CRISPR-V2-FE-SpG-MLKL-Lib-
SubLib_A PuroR (sub-biblioteca A) e pLenti-gRNA-FE-PPT-MLK-Lib-SubLib_B_PuroR
(sub-biblioteca B).
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2.6.2.3 Células MEF MLKL-GFP expressando Cas9

A partir da nossa célula MEF MLKL GFP+ criada anteriormente,
criamos dois tipos diferentes de células: uma linhagem expressando a versédo da
nuclease Cas9 que reconhece a sequéncia PAM 5 NG 3’ cuja expressao estava ligada
a expressao de mCherry: Cas9-NG-mCherry. E uma segunda linhagem de MEF MLKL
GFP+ expressando a versdo da dCas9 (sem atividade catalitica) que reconhece a
sequéncia PAM 5 NGG 3’, acoplada com o supressor de transcricdo KRAB, também
conjugado com mCherry: dCas9-KRAB-mCherry.

Para gerar cada uma destas linhagens, 1 milhdo de células MEF
MLKL GFP+ foram nucleoporadas com 1lug do vetor transposase Tol2 e 1ug do vetor
p2T_CAG_SpCas9NG_P2A mCherry_BlastR ou p2T CAG dCas9-KRAB-P2A-mCherry
BlastR (ambos plasmideos gerados pelo laboratério do Dr. Sherwood). Apés a
nucleoporacéo, estas células foram selecionadas com 10ug/mL de Blasticidina e as
células duplo positivas para GFP e mCherry foram sorteadas (Moflo Astrios-Beckman).
Este processo de sorting foi repetido até que a pureza da populacdo GFP/mCherry+
alcancasse 100% de positividade.

2.6.2.4 Producao de lentivirus

Utilizamos um total de 3 placas de 10cm para cada sub-biblioteca.
Para isso, transfectamos 6x10° células Hek293T/placa da seguinte forma: Tubo A
continha 1,5mL de OptiIMEM, 3,6ug de pMDLg/pRRE (cat# 12251 Addgene), 2,4ug de
pRSV-Rev (Cat# 12253 Addgene), 1,2ug de pCMV-VSV-G (cat# 8454 Addgene) e
4,89 de cada sub-biblioteca. O tubo B continha a mesma quantidade de optiMEM com
36uL de reagente de transfecgcdo TransIT (Mirus). O tubo A foi adicionado ao tubo B,
essa mistura foi incubada por 15min em temperatura ambiente e entregue as células
em forma de gota a gota (drop-wise). O meio das células foi substituido apés 8h por
meio DMEM completo. Apds 24h da transfeccdo, o sobrenadante foi coletado e o meio
substituido. A mesma etapa foi repetida apds 48h e 72h pos-transfecgdo. Apds a coleta
de todo o sobrenadante (72h) contendo lentivirus, a amostra foi centrifugada por 5min a
300g a 4°C, filtrada através de um filtro 0,45um e concentrada com o reagente Lenti-X
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concentrator (Takara). Apés a concentracdo, o pellet foi suavemente ressuspenso em
4mL e armazenado em aliquotas de 1mL a -80°C.

ApoOs 24h do congelamento, o lentivirus foi titulado através da
selecdo de células MEF com uma curva de puromicina para se obter um MOI de 0,5-1
(~ 30 - 50% de eficiéncia de infeccdo) de modo que apenas um gRNA estivesse
presente em cada célula (dados ndo mostrados).

Com base no valor encontrado no experimento de titulacdo (dados
ndo mostrados), a quantidade de lentivirus necessaria para 0 experimento com as
bibliotecas foi calculada escalando-o para quantidade necessaria de acordo com a

guantidade de células.

2.6.2.5 Infeccédo das células MEF com a biblioteca de CRISPR-Cas9 ou CRISPRi e
sorting das células GFP negativas

Para infectar as células MEF alvo com as bibliotecas geradas, seria
necessaria uma representacdo de mais de 500 células por sgRNA, o que significava
que um total de 500.000 (5x 10°) células infectadas eram necessarias (uma vez que
cada sub-biblioteca tem préximo de 1000 gRNAS).

As linhagens MEF-MLKL-GFP-Cas9-NG-mCherry e MEF-MLKL-
GFP-dCas9-KRAB-mCherry foram semeadas em triplicatas de 10cm em uma
confluéncia de 1,15x10%placa com 8ug/mL de polibrene e infectadas com o lentivirus
produzido. As células foram entdo selecionadas por puromicina (1,5ug/mL) até que
estivessem em torno de 70% confluentes. Em seguida, ¥ da placa foi congelada e %
foram divididos em duas novas placas de 10cm e denominadas como Rep 1A, 1B, 2A,
2B, 3A, 3B.

Destas 6 placas, metade (3 placas de 10cm) foram tratadas com
100ng/uL de IFN-y por 36h. Apds 36h, coletamos o gDNA de 1/5 de cada placa
(populagéo total) e o restante foi separado para sortear a populagdo negativa para
GFP. As células sortedas cresceram novamente por 3-4 dias em cultura e, em seguida,
foram re-sortedas a fim de se obter uma populacdo GFP negativa ainda mais pura.
Apos o segundo sorting, o gDNA das amostras foi coletado e prosseguiu-se para a

preparacao do sequenciamento.
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O protocolo de preparacédo da biblioteca para sequenciamento pode
ser encontrado no apéndice 2. ApOs a preparacdo da biblioteca, as amostras foram
agrupadas e quantificadas pelo kit de quantificacdo de bibliotecas (Kapa) seguindo as
instrucdes do fabricante e o sequenciamento de nova geracao utilizando a plataforma
lllumina (NGS) foi realizado no Broad Institute (Boston, EUA).

O workflow de todos esses experimentos esta ilustrado na figura 13,

abaixo:
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Figura 13. Workflow experimental dos screening com CRISPR-Cas9 e CRISPRI

2.6.2.6 Analise de dados

Os dados foram analisados por uma analise baseada no modelo do
método CRISPR-Cas9 Knockout (Mageck) (Model-based Analysis of Genome-wide
CRISPR-Cas9 Knockout), mais detalhes sobre o método podem ser encontrados em Li
et al.(1%) Mageck prioriza gRNAs, genes e vias de sinalizacdo em CRISPR-Cas9
screenings de larga escala, identificando genes selecionados positivamente e
negativamente em diferentes condi¢cdes experimentais. Para a nossa andlise, usamos

os resultados de log fold change (LFC) e valor-p estéatico <0,005 para classificar todos



59

0s gRNA enriquecidos positivamente na populacdo GFP negativa quando comparada
com a populacéo inicial. As amostras foram separadas em amostras basais e amostras
tratadas com IFN-y para uma melhor visualizagdo se havia diferenga entre 0os grupos.
Todas as tabelas de resultados de output do mageck podem ser visualizadas em
OneDirive (https://1drv.ms/u/s!AKN_ZLT7xDvegldmcpw-AzNwyge-?e=WxMuOm).

Os codigos usados para analisar e gerar os resultados estéo listados

abaixo:

mageck test -k /users/Larissa/desktop/mageck/subA/MLKL_SubA gRNA_count.txt -t

sorted_1la,sorted 2a,sorted 3a -C bulk _1a,bulk 2a,bulk 3a -n
/users/larissa/desktop/mageck/subA/MLKL_subA_sample_A --paired --pdf-report --sort-
criteria pos --remove-zero both --control-sgrna

/users/Larissa/desktop/mageck/subA/control_gRNA.txt

mageck test -k /users/Larissa/desktop/mageck/subA/MLKL_SubA gRNA_count.txt -t

sorted_1b,sorted 2b,sorted 3b -C bulk _1b,bulk 2b,bulk 3b -n
/users/larissa/desktop/mageck/subA/MLKL_subA_sample_B --paired --pdf-report --sort-
criteria pos --remove-zero both --control-sgrna

/users/Larissa/desktop/mageck/subA/control_gRNA.txt

mageck test -k /users/Larissa/desktop/mageck/subB/CRISPRi_sgRNA_ count.txt -t
CRISPRI_sort2a,CRISPRI_sort3a -C CRISPRI_bulk2a,CRISPRI_bulk3a -n
/users/larissa/desktop/mageck/subB/MLKL_subB_sample_A --paired --pdf-report --sort-
criteria pos --remove-zero both --control-sgrna
/users/Larissa/desktop/mageck/subB/control_gRNA.txt

mageck test -k /users/Larissa/desktop/mageck/subB/CRISPRi_sgRNA_ count.txt -t

CRISPRI_sortlb,CRISPRI_sort2b,CRISPRI_sort3b -C
CRISPRI_bulklb,CRISPRI_bulk2b,CRISPRIi_bulk3b -n
/users/larissa/desktop/mageck/subB/MLKL_subB_sample_B --paired --pdf-report --sort-
criteria pos --remove-zero both --control-sgrna

/users/Larissa/desktop/mageck/subB/control_gRNA.txt

SUB_A se refere a sub-biblioteca do promotor MLKL e CRISPRI /
SUB_B a sub-biblioteca dos enhancers. As amostras la, 2a e 3a se referem a
amostras sem tratamento com IFN-y, e as amostras 1b, 2b e 3b se referem a amostras

tratadas com 100ng/mL de IFN-y. O mapeamento de gRNA foi feito usando o


https://1drv.ms/u/s!AkN_ZLT7xDvegldmcpw-AzNwyge-?e=WxMuOm
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navegador do genoma UCSC e a correlacdo de Spearman foi analisada usando o
GraphPad Prism 7.

2.6.3 Validagdo dos gRNAs

Para a validacdo dos gRNA individuais, seguimos 0 mesmo
protocolo de clonagem ja descrito, com a diferenca de que clonamos todos os gRNAs
em reacOes separadas, ndo em combinacdo, ou seja, em um pool. A producdo de
lentivirus também seguiu 0 mesmo protocolo descrito acima, porém em escala reduzida
para uma placa de 6 pogcos sem etapa de concentracdo. Ao invés de concentracgao,
usamos lentivirus sem nenhuma etapa de congelamento (fresco) para infectar as
células-alvo em uma placa de 24 pocos. Apds a infeccdo, as células-alvo também
foram selecionadas com puromicina até a selecdo completa e citometria de fluxo foi
utilizada para analise da porcentagem da populacdo GFP negativa.

A fim de criar uma estratégia de validacdo dos principais gRNAS,
decidimos selecionar alguns dos gRNA com resultados mais promissores baseado nos
valores de LFC positivo classificados pelo Mageck, combinados com o valor
significativo de p <0,005. Decidimos escolher gRNAs para expressao basal e também
para expressdo de MLKL induzida por IFN-y. Além disso, incluimos controles GFP
positivos, controles ndo-alvo e controles negativos. Estes gRNAs estdo apresentados

na tabela 5.

Tabela 5. Sequéncia dos gRNA escolhidos para valida¢éo individual
CRISPR-Cas9-promotor de mMLKL

Expresséo basal:

805 GGACTTCCTGGAACTTAGGg
486 GGAGGAAGCAGGAGAATCCC
245 ATCCTGCGCTCAGTTCCTGT
510 GTCTCCCGCCGCTCCCGGAC
199 GGAGGGGACTCAGGACACCG
341 TGGGGAGACATTTTACTTTG

Expresséo induzida por IFN:

496 GAGGAATGGCATTCGAGGAA
173 GGAGTAGAAAGCCGGGGGAA
155 AGTAACTATTTAATGGATTT

continua...
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...continuagao
48 AAACGCATGCATACCACCC

Controles:

Sem alvo- GCCTGTACGCTAAATCGCG

Sem alvo- GTCGTCCCGTATCGTTACG

GFP pos control-GAAGGGCATCGACTTCAAGG

GFP pos control- GACGAGGGTGGGCCAGGGCAC

Controle negativo (QRNA 236) GGGCAAAAAAAGGTCAGCAG
Controle negativo (QRNA 234) GAAAAGGTCAGCAGAGATCTC

CRISPRI- potenciais enhancer
Expresséo basal:
ZNRF1_2_36 GAGGATCTGAGGGGTAGGGTC
WDR59_131 GGTCCCAGGGAAGGACCTGA
WDR59_134 GTAAGAAGGCAGGAATTGCC
ZNRF1_2 59 GCATTTGAACAGTTCAAAGT

Expresséo induzida por IFN:

ZNRF1_1 93 GCAGTGAATTTGTGGCTAGCC
ZNRF1 1 236 GTTTTTTTTTTTTTTTGCTTTT
RFWD3_3 GTCAATGTTACATGAGGCTTC

Controles:

Sem alvo- GCCTGTACGCTAAATCGCG

Sem alvo- GTCGTCCCGTATCGTTACG

GFP pos control-GAAGGGCATCGACTTCAAGG

GFP pos control- GACGAGGGTGGGCCAGGGCAC

Controle negativo: ZNRF1_1 1 GTACAGAACTTTCTACAGTTA
Controle Neg: no_annotation_1 GGCCCCATCTGTTTGGTTTC

2.7 CRISPR-Cas9: biblioteca de fator de transcricao

Outra abordagem que foi realizada foi um screening com a biblioteca
de TFs. J& tinhamos a biblioteca em nosso laboratério, que compreende 12.000 gRNA
tendo como alvo todos os TFs do genoma murino, com quatro gRNA por cada gene de
fator de transcrigao.

Seguimos o0 mesmo protocolo de clonagem acima, com a diferenca
de que clonamos a biblioteca no vetor lentiviral CRISPR-V2-FE, um vetor que expressa
a enzima Cas9 que reconhece o PAM 5NGG 3'. A producado de lentivirus seguiu o
mesmo protocolo ja descrito, porém escalando para placas de 15cm. A infeccdo das

células MEF-MLKL-GFP-Cas9-NG-mCherry foi feita em duplicatas biol6gicas e cada
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placa foi dividida em duas replicatas técnicas, totalizando quatro replicatas de 15cm ao
final. Neste protocolo, ndo tratamos nenhuma replicata com IFN-y.

Apoés a selecao, a biblioteca foi sorteada duas vezes para populacéo
GFP negativa da mesma forma que as bibliotecas anteriores e procedeu-se a

preparacao da biblioteca e NGS.

2.8 Analises estatisticas

Quando necessarias, as analises foram feitas pelo programa
GraphPad Prism V7. O teste utilizado em cada experimento est4 destacado em sua

respectiva legenda.

2.9 Aspectos éticos e apoio financeiro

Este projeto ndo envolveu procedimentos e ndo contém materiais
bioldgicos que precisavam de aprovacdo em Comités de Etica em Pesquisa. Sendo
assim, este projeto foi dispensado de analise pelos referidos 6rgaos.

Apoio financeiro da Pro-UNIEMP (numero processo SGPP: 2620-16)
na fase inicial, FAPESP pelo apoio financeiro para realizacdo deste estudo (processo:
2017/25009-1) e pela bolsa estagio de pesquisa no exterior — BEPE (processo:
2019/13813-6).
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3 RESULTADOS

3.1 Responsividade das células alvo aos estimulos interferon gama e beta:

indutores da expresséo de MLKL

O primeiro passo para certificar que as células escolhidas possuiam
intrinsecamente o magquinario de transcricdo necessario (como TFs e vias de
sinalizacdo) para a modulacédo de RIPK3 e MLKL foi analisar se os mesmos induziam a
modulacdo enddgena destes genes.

Testamos, como modelo de célula humana, a linhagem HT-29, por ja
haver evidéncias tanto em literatura como conhecimento prévio do nosso grupo que
esta linhagem celular é responsiva a modulacdo de MLKL. Porém, devido a sua baixa
eficiéncia de transfeccdo, mesmo apds varios métodos testados, ndo conseguimos
uma amplitude de modulacdo suficiente para utiliza-la como modelo (dados né&o
mostrados). Por outro lado, tivemos resultados bastante satisfatérios com células
murinas, principalmente em relacdo a modulacdo enddgena de MLKL. Sendo assim,
preferimos compilar os resultados obtidos em relacdo a modulacdo e os ensaios de
luciferase em células humanas (tanto pra RIPK3 e MLKL) e em células murinas para
RIPK3 nos apéndices 3 e 4. Os resultados encontrados em relacdo ao mMLKL estédo

presentes no corpo deste documento, nas proximas secoes.

3.1.1 Responsividade do gene MLKL murino ao interferon gama

Células MEFs e NIH3T3 foram estimuladas com 25ng/mL e
100ng/mL de IFN-y (Preprotech) por 24h e 36h e a expressdo proteica e génica de
MLKL foram analisadas apos este periodo (Figura 14). Em relacdo a MEF, é possivel
observar um aumento significativo da expressao proteica em 24h e 36h em ambas as
doses (Figura 14-A). Por exemplo, apdés 36h de estimulo com 100ng/mL foi possivel
observar um aumento aproximado de cinco vezes na expressao de MLKL. Da mesma
forma, o estimulo com IFN-y € capaz de modular positivamente a expressédo génica de
mMLKL (Figura 14-C), sendo que em 36h a variacdo chega a 400% em relacdo ao

ponto Oh.
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Além das células MEF, as células NIH3T3 também mostraram uma

modulacdo positiva mediante o estimulo por IFN-y (Figura 14-B). E possivel observar

um aumento de aproximadamente trés vezes na expressao proteica em ambas as

doses de 25ng/mL e 100ng/mL no intervalo de 36h apds estimulo. Porém, de forma

interessante, a expressdo de mRNA de MLKL néo parece ser modulada nestas células.
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Andlise por western blot e quantificagcdo da expresséo proteica de MLKL apés 24h e 36h com e sem estimulo
por IFN-y em (a) MEF e (b) NIH3T3. A guantificacdo das bandas foi feita pelo software ImagelLab (Bio-Rad).
AA representa a diferenca de valor (fold change) entre as amostras estimuladas e ndo estimuladas no mesmo
intervalo de tempo. A expressdo de GAPDH foi utilizada como normalizador da expressdo de MLKL nas
diferentes condi¢cbes experimentais. (c) e (d) quantificacdo da expressdo do mRNA de MLKL por PCR
quantitativa. Os dados foram normalizados pela expressdo de b-Actina e representados em fold change (ou
seja, quantas vezes o valor daquela amostra esta aumentado em relagdo a condigdo controle). O teste
estatistico utilizado foi o t de Student considerando p<0,0001. ns = ndo significante. n=3.

Figura 14. Expressédo de MLKL em células MEF e NIH3T3 apdés estimulo com IFN-y
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3.1.2 Responsividade do gene murino de MLKL ao interferon beta

A seguir, MEF e NIH3T3 foram tratadas com 25U/mL ou 250U/mL de
IFN-B (PBL assay) por 16h ou 24h, como se encontra representado na figura 15. E
possivel observar um aumento de duas vezes e meia na expressdo proteica de MLKL
em MEFs (Figura 15-A), porém apenas um efeito de uma vez e meia foi observado na
modulacdo proteica de MLKL em NIH3T3 (Figura 15-B) no intervalo de 16h apds
estimulo. Para células MEF, o estimulo com IFN-B n&o resultou em nenhuma
modulacao significativa na expressao do mRNA, e NIH3T3 teve uma significancia bem
marginal com p=0,0237 (Figura 15-C e 15-D).
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Analise por western blot e quantificacdo da expresséo proteica de MLKL ap6s 16h e 24h com e
sem estimulo por IFN-B em (a) MEF e (b) NIH3T3. A quantificagdo das bandas foi feita pelo
software ImagelLab (Bio-Rad). AA representa a diferenca de valor (fold change) entre as
amostras estimuladas e néo estimuladas no mesmo intervalo de tempo. A expressdo de
GAPDH foi utilizada como normalizador da expressdo de MLKL nas diferentes condi¢des
experimentais. (c) e (d) quantificacdo da expressdo do mRNA de MLKL por PCR quantitativa.
Os dados foram normalizados pela expressao de b-Actina e representados em fold change (ou
seja, quantas vezes o valor daquela amostra estd aumentado em relacdo a condi¢cdo controle).
O teste estatistico utilizado foi o t de Student considerando p<0,0001. ns = ndo significante.

n=3.

Figura 15. Expressdo de MLKL em células MEF e NIH3T3 ap6s estimulo com IFN-

Diante destes resultados, o estimulo com 100ng/mL de IFN-y por

36h foi escolhido para os experimentos de responsividade do promotor de mMLKL,

descrito na secéo de atividade da regiao promotora.
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3.2 Amplificacéo dos insertos para clonagem

Como descrito em detalhes em Métodos, utilizamos um ciclo basico
de amplificacdo com otimiza¢des das melhores condicdes referentes a temperatura de
anelamento, nimero de ciclos e concentracdo de MgClz encontradas para cada reacao
de PCR. A figura 16 mostra os resultados obtidos com as reacdes otimizadas apos a
purificacéo. E possivel notar que as reacées foram otimizadas com sucesso, resultando

em banda de amplificacdo Unica e de tamanho esperado.

Pb

3,054 —

1,636 -

REV -0001 REV +0472

As raias correspondem a: (0) marcador molecular 100pb (Invitrogen);
(1-4) combinacgbes de diferentes primers forward com o rev-0001; (5-
8) combinacdes de diferentes primers forward com o rev+0472. (1,5)
fw-1089; (2,6) fw-0761; (3,7) fw-0491 e (4,8) fw-0234. o niumero em
cor branca acima de cada banda corresponde ao tamanho esperado
de cada amplicon (pb) e o nimero em verde corresponde ao himero
da reacdo. As amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo e Vvisualizados através de
transiluminador UV.

Figura 16. Andlise dos amplicons das reacdes de PCR para
amplificagcéo das regides do promotor de mMLKL

Utilizando trés testes sequenciais para a verificacdo da correta
clonagem e sequéncia dos insertos (Rapiprep, Digestao Diagndéstica e Sequenciamento
Sanger), foi possivel determinar clones 100% homélogos a sequéncia referéncia para

todos os insertos amplificados.
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3.3 Ensaios de Luciferase para medir atividade da regido promotora

3.3.1 Atividade promotora basal do promotor de MLKL murino

A atividade promotora basal de mMLKL, ou seja, a atividade que o
promotor apresenta em condi¢cdes basais da célula, sem nenhum estimulo para
transcricdo do gene, revelou resultados interessantes tanto para as células MEF como
para as NIH3T3 (Figura 17). O esquema apresentado nesta mesma figura serve para
um melhor entendimento da dindmica da clonagem e comparacdo dos resultados
obtidos.

A primeira observacao relevante é que, de acordo com o primer Rev
utilizado, obtivemos dois padrdes diferentes de atividade do promotor. Quando
utilizamos o primer Revl, representados pelos nimeros impares nas figuras 16 e 17,
que exclui a regido do primeiro exon nao codante de MLKL, os construtos
apresentaram uma atividade de promotor significativa, variando conforme o primer
forward utilizado. Entretanto, quando utilizamos o primer Rev2, representados pelos
ndameros pares, que inclui esta regido, 0s construtos apresentaram atividade de
luciferase proxima a encontrada para o plasmideo vazio controle.

A segunda observacdo importante € que ha uma reducdo na
atividade do promotor, de aproximadamente 50%, entre os construtos 5 e 7. Essa
diferenca foi estatisticamente significante, com p<0,0001 (ANOVA), sugerindo que a
regido contida no construto 5 e que ndo esta presente no construto 7 € de suma

importancia para atividade basal do promotor de mMLKL.
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A) B)
mMLKL Basal Promoter Activity (MEF) mMLKL Basal Promoter Activity (NIH3T3)
. 1
, Hl FW+Rev1 2 Ml FW+Rev1
3 - F\<A:)+:DZV12 ANOVA : O
: , s P<0. ( ) . axx p<0.0001 (ANOVA)
5 5
7 7
8 8
pGL4.20
° & & K ° < & &
Promoter activity (%) Promoter activity (%)

Luciferase Units Luciferase Units

)

FW1 FW2 FW3 FW4

- -

Rev 1 Rev 2

FW 1 + Rv 1: construct 1
Fw 1 + Rv 2: construct 2
Fw 2 + Rv 1: construct 3

Fw 2 + Rv 2: construct 4 - First exon: non coding

Predicted Promoter

Fw 3 + Rv 1: consruct 5
Fw 3 + Rv 2: construct 6
Fw 4 + Rv 1: construct 7
Fw 4 + Rv 2: construct 8

Long intron sequence

ATG: start coding region

Atividade de luciferase em (a) MEF (n=4) e (b) NIH3T3 (n=3) representando a atividade promotora basal.
Os ndmeros impares representam os construtos gerados com o reverso 1 e 0s numeros pares
representam os construtos gerados com o reverso 2. Os dados foram transformados em porcentagem
em relacdo ao construto 1. O teste estatistico utilizado foi o ANOVA. (c) representacdo da regido
promotora do MLKL murino, apresentando os locais em que os primers foram desenhados para
clonagem e criag&o dos construtos.

Figura 17. Atividade promotora basal de MLKL murino

Com base nestes dados, foi clonado um fragmento a partir de um
primer forward desenhado no meio da regido contida entre o construto 5 e 7,
denominado de forward 3.2, gerando o construto 5.2. Além desta, também foi realizada
uma clonagem excluindo um fragmento na porgao 3’ do promotor predito, substituindo
0 Rev 2, pelo reverso 2.2. Os resultados da atividade basal destas regides, juntamente
com a representacdo de suas posi¢cdes na regido do promotor estdo compilados na
figura 18. Os novos construtos estao representados com uma seta vermelha.

Como pode ser observado, a atividade promotora do forward 3.2
combinado com o reverso 1 se assemelha a atividade do par 7, ou seja, da atividade

promotora do forward 4 combinado com o reverso 1 (Figura 18-A). Ja a utilizacdo do
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primer reverso 2.2 com o forward 3 gerou uma atividade promotora intermediaria entre

as combinacdes do primer forward 3 com o reverso 1 e com o reverso 2 (Figura 18-B).

Fw 3 p<0.0001 (ANOVA)
-
A
) FW3+Rev1
Rev 1 *
Fw 3.2 H

- = FW3.2+Revl —[

Rav 1
Fw 4 ev
|—b FW4+Rev1
Rev 1
Q & \QQ \,)Qs
Luciferase activity (%)
B) Fw 3 p<0.0001 (ANOVA)
FW3+Rev1 1
Rev 1
Fw 3
r’ FW3+Rev2 -{ :
Fw 3 Rev 2 i

- r. FW3+Rev2.2 —

Rev 2.2

Luciferase activity (%)
a) Atividade de luciferase do construto contendo o Fw 3.2 e 0 Revl juntamente com 0s
construtos 5 e 7. b) Atividade do construto contendo o Fw3 e 0 Rev2.2, juntamente com
0s construtos 5 e 6. A seta vermelha indica os novos construtos. Os dados foram
transformados em porcentagem em relagdo ao construto 5 e o teste estatistico utilizado
foi ANOVA.
Figura 18. Atividade promotora basal dos novos construtos

3.3.2 Atividade promotora induzida por interferon gama

Apds os dados obtidos com a atividade basal do promotor de MLKL,
tinhamos interesse em elucidar qual a regido do promotor seria ativada apos o estimulo
por IFN-y. Para isso, ap6s 16h da transfeccédo dos construtos, as células MEF, NIH3T3
e HEK293 foram estimuladas com 100ng/mL de IFN-y, e os resultados encontram-se
na figura 18.

E possivel observar que em células MEF (Figura 19-A, duplicata
experimental) e NIH3T3 (Figura 19-B, triplicata intra-experimental) o estimulo nédo

induziu uma diferencga significativa (multiple t test) de atividade de luciferase quando
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comparado com o controle (atividade basal). Isso provavelmente se deu por conta da
eficiéncia de transfeccao destas células que foi por volta de 20-30% de eficiéncia (e por
outros potenciais motivos discutidos abaixo). Entretanto, em células HEK293,
conhecidas por serem de facil transfeccéo, é possivel notar uma diferenca estatistica
entre as condicbes de estimulo com interferon e a atividade basal (Figura 19-C,
replicata intra-experimental), sendo que nos construtos 1, 3 e 5, ou seja, com 0 reverso

sem a regido 5’ UTR (revl) esta diferenca foi de aproximadamente o dobro da atividade

mMLKL Induced Promoter Activity (MEF) mMLKL Induced Promoter Activity (NIH3T3)
L
14 1 11
= ctrl 3 ctr
2 B (FN-y (100ng/mL) 2 B IFN-y (100ng/mL)
3 3
4 4
5
54 }—
6
7
8

1
Q S O N
S K K3

N N & Luciferase activity (%)

o
5

Luciferase activity (%)

mMLKL Induced Promoter Activity (Hek293T)
9]

= ctrl
Hl FN-y (100ng/mL)
wxex P<0.001

* p<0.05

+ p<0.05

NS: no significancy

T T |

S S S S

N & W b2
Luciferase activity (%)

Atividade de luciferase mediante estimulo por 100ng/mL de IFN-y em (a) MEF (n=4), (b) NHI3T3
(n=3) e (c) HEK293 (n=3). O tempo de estimulo foi de 36h. Os dados foram transformados em
porcentagem em relag&o ao construto 1 e o teste estatistico utilizado foi o multiple t test (PRISMA).
Figura 19. Atividade promotora induzida por IFN-y

As células HEK293 foram utilizadas nestes experimentos devido a
sua caracteristica de alta eficiéncia de transfeccao, e, portanto, pudemos observar que
a baixa variagdo entre os construtos estimulados ou nao, provavelmente se deve ao
fato das células MEF e NIH3T3 terem uma eficiéncia de transfeccdo menor que a

HEK293. Entretanto, 0s construtos que avaliamos nestes experimentos S0 murinos,
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sendo importante realizar os experimentos em células murinas, para validar as
observacdes realizadas em HEK293.

Outro fator interessante de se observar, € que a mesma regido que
apresentou atividade basal coincidiu com a regido ativada apos estimulo com IFN-y.
Para avaliar se havia alguma interferéncia de IFN-y em nossos dados basais,
investigamos se o método de transfeccdo estava induzindo de alguma forma a
producdo de IFN-y. Foi possivel observar por marcagéo intracelular de IFN-y que
células MEF apresentaram 12,4% (Figura 20-A) e 27% (Figura 20-B) de marcacao
positiva para IFN-y nos intervalos de 8h e 24h ap0s a transfeccédo, respectivamente.
Além da representacdo por histograma, analisamos o MFI (média de intensidade de
fluorescéncia, do inglés Mediam Fluorescence Intensity). Obtivemos como resultado
apos 8h de estimulo uma média de 395, que subiu para 641 em 24h.

Em conjunto, estes dados sugerem que o método de transfeccéo por
lipofectamina 3000 pode estar induzindo a producdo de IFN-y em células MEF, um

fator confundidor sobre a atividade basal do promotor de MLKL.

A) B)
8h 24h
100 | 100 |
. MFI Isotype: 254 MFI Isotype: 335
1 MFI IFN-y: 395 1 MFI IFN-y: 641
80 7] 80 7]
« 60 . « 60 4
= 1 = 1
3 3
o ] o i
40 APC POS 40 APC POS
12,4 ] 27,9

207

=

10' 10 10 10 10 10! 10° 10 10 10°
IFN-y (APC) IFN-y (APC)

|| Controle do isétipo
l:l APC anti-mouse IFN-y

Células MEF marcadas com APC anti-mouse IFN-y ou APC anti-mouse IgG1 (controle
do is6tipo) apés (A) 8h e (B) 24h de transfeccdo com lipofectamina 3000, analisadas por
citometria de fluxo. MFI: média de intensidade de fluorescéncia.

Figura 20. Marcacao intracelular de IFN-y em células transfectadas com lipofectamina
3000
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3.4 Vias de sinalizacdo potencialmente envolvidas na regulagcdo de MLKL murino

Através de uma predicdo in silico pelo software Genomatix, foram
selecionados potenciais TFs que poderiam estar envolvidos na regulagdo de mMLKL
com base no seu score de matriz de similaridade. Isso significa que os TFs que
possuiam uma maior similaridade entre seu sitio de ligacdo e a regido do promotor de
mMLKL teriam uma maior chance dele verdadeiramente se ligar ao promotor em
questdo. O resultado inicial desta analise foi uma lista bastante extensa dos possiveis
candidatos, mesmo com parametros bastante restritivos. Para ilustrar esta diversidade,
uma lista com apenas os TFs que estdo presentes em ambos os promotores de MLKL
humano e murino esta apresentada no apéndice 5, tabela 1.

Porém, levando em consideracdo o score da matriz de similaridade,
como também os dados na literatura acerca das vias de sinalizagdo envolvidas na
morte por necroptose e/ou na regulacdo de MLKL, conseguimos escolher os primeiros
candidatos a serem considerados para analises experimentais. Dentre eles, estdo os
fatores STAT1 (j& relatado na literatura como regulador transcricional de
MLKL,(“84951.52) STAT3, STAT5 e AP-1 (Apéndice 5, Figura 1). Para investigar se estes
TFs estdo realmente envolvidos nesta regulacdo, inibidores de diferentes vias
bioguimicas envolvidas com a ativacdo destes fatores foram utilizados (Figura 21).

O tratamento de células MEF com a droga Ruxolitinib, inibidor
reversivel de Jakl e Jak2, moléculas que regulam a atividade de STAT, inibiu
completamente o aumento de MLKL induzido por IFN-y, tanto a nivel transcricional
(Figura 21-A) quanto a nivel proteico (Figura 21-B). Um outro inibidor da mesma via de
sinalizacao, Jak Inhibitor I, que inibe reversivelmente Jakl, Jak2 e Jak3 apresentou a
mesma acao de inibicdo da indugdo de MLKL frente a IFN-y. Entretanto, para inibigdo
transcricional (Figura 21-A), Jak Inhibitor | demonstrou um menor potencial de inibi¢ao,
quando comparado a inibicdo por Ruxolitinib.

Além destes agentes, foram testados inibidores especificos para as
proteinas da familia dos STATSs, que encontram-se downstream a ativacdo de Jak
frente ao estimulo com IFN-y.(5) A adicdo de STATTIC, inibidor seletivo de STAT3 e
do inibidor seletivo de STAT5, ndo resultou em diferenca estatistica na inibicdo da
inducédo de MLKL apoés estimulo com IFN-y, tanto a nivel de mRNA quanto a nivel de

proteina (Figura 21-A).
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Células MEF foram tratadas com diferentes inibidores das vias de JAK, STAT e JNK e a expresséao de
MLKL foi medida a nivel de (a) mRNA e (b) proteina. (c) Diferentes concentragdes de um mesmo inibidor
foram testadas para certificar que o resultado ndo era proveniente de uma baixa concentracdo. (d) sitios
de ligacdo para fatores de transcricdo através de analise in silico. Os dados de gPCR foram
normalizados pela expressdo de (-actina e para western blot foi utilizada a expressdo de GAPDH. O
teste estatistico utilizado para expressdo génica foi o ANOVA, considerando p<0,0001. ns = nao
significante. Para expressao proteica este experimento é representativo de n=2.

Figura 21. Inibi¢cdo da upregulacdo de MLKL por diferentes inibidores de vias de sinalizacao

Além da via de Jak/STAT, também utilizamos o inibidor SP600125,
gue inibe a fosforilagdo de c-Jun, impedindo que este forme um dimero com c-Fos e
forme o fator de transcricdo AP-1.(158) Entretanto, esta inibicdo também n&o demonstrou
resultados significativos acerca da regulacado de MLKL (Figura 21-A).

Para nos certificarmos que as vias de STAT5 e JNK realmente nao
estavam envolvidas e que ndo era apenas porque nhao estavamos utilizando uma
concentracdo suficiente dos inibidores, fizemos um ensaio utilizando trés diferentes
concentracbes de STATTIC, inibidor de STAT5 e SP600125 (Figura 21-C). Este
resultado nos confirmou que estas vias realmente ndo estavam envolvidas na
regulacédo de MLKL, uma vez que mesmo utilizando uma concentragdo de 3uM, 10uM
ou 33uM os resultados ndo apresentaram diferencas relevantes em relacéo as células
estimuladas com IFN-y sem a presenca dos inibidores. Resolvemos realizar este
ensaio também para Jak Inhibitor I, apenas para nos certificarmos se a inibicao
apresentada seria mais ou menos precisa com diferentes concentracbes. Para
STATTIC nao foi possivel fazer este ensaio, uma vez que ja estamos utilizando sua
concentracdo maxima tolerada pelas células, pois todas as concentracées maiores que

1uM foram completamente citotoxicas para as nossas celulas.
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Com base nos resultados demonstrados, podemos sugerir que a
regulacdo de MLKL frente ao estimulo com IFN-y segue a via canbnica de sinalizacao
celular por IFN-y, que envolve a ativagao de Jakl e 2, e que ndo depende de STATS,
STATS5, JNK e AP-1.

3.4.1 A regulacéao transcricional de MLKL murino por lipofectamina é inibida por

Ruxolitinib

Para continuar testando a hipotese de que a transfeccdo por
lipofectamina estaria induzindo a producdo de IFN-y em células MEF, realizamos um
ensaio com o inibidor Ruxolitinib utilizando o estimulo extracelular de IFN-y como
controle. Neste experimento, podemos observar que mesmo sem a adicao de IFN-y, o
controle transfectado apresentou uma maior tendéncia a expressdo de MLKL
comparado ao controle ndo transfectado (Figura 22).

Além disto, células estimuladas com IFN-y e transfectadas também
apresentaram uma maior tendéncia a expressao de MLKL quando comparado com as
células apenas estimuladas por IFN-y. Em ambos os casos, o inibidor de Jakl e Jak2
inibiu a inducdo de MLKL (Figura 22). Este resultado corrobora com nossos dados de
marcacdao intracelular e reforca que a transfec¢éo por lipofectamina induz a expressao

de IFN-y em células MEF.
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Células MEF foram tratadas com IFN-y e/ou transfectadas com lipofectamina 3000 e a expresséo de
MLKL foi analisada na presenca ou ndo do inibidor ruxolitinib. Os dados foram normalizados pela
expressdo de [B-actina e representados em fold change (ou seja, quantas vezes o valor daquela
amostra estd aumentado em relagao a condigdo controle) ruxo= ruxolitinib. transfect= transfectado.
Figura 22. Avaliagcdo da expresséo de MLKL em células transfectadas ou ndo com lipofectamina 3000
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3.4.2 Responsividade dos fatores de transcri¢cdo ao estimulo por interferon gama

Um dos possiveis mecanismos de feedback positivo da acdo do
interferon € o aumento da expressdo das proprias moléculas que fazem parte de sua
via de sinalizacdo. Avaliamos, portanto, a inducdo da expressdo transcricional das
moléculas STAT1, STAT3, STAT5 e AP-1 em células MEF apos estimulacdo com IFN-
y. Apés 48h de estimulo, apenas STAT1 apresentou aumento de sua expressao
(Figura 23-A). Também investigamos 0s niveis de expressao proteica destas moléculas
bem como os niveis de fosforilacdo de alguns destes membros. Infelizmente, nossos
anticorpos anti-STAT1, anti-cFos e anti-STAT5 ndo funcionaram mesmo apdés varias
otimizacdes. Sendo assim, em relacdo a expressao total, pudemos somente observar o
ndo aumento da expressdo de STAT3 e c-Jun (Figura 23-B). Em relacdo as versdes
fosforiladas destas moléculas, pudemos observar um aumento significativo da versao
fosforilada de STAT1 (pSTAT1) enquanto que para JAK2 houve uma leve diminui¢do e
para STAT2 e c-Jun ndo houve variacao.

Este dado reforca a ideia de que o estimulo de interferon néo
somente ativa STAT-1, que é importante para o aumento de atividade do promotor de
mMLKL, mas também induz o aumento de sua expressdo, criando um feedback

positivo para esta via bioquimica.
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Expressao do (a) mRNA e (b) proteina de STAT1, STAT3, STAT5, c-JUN e c-FOS (AP-1). *MLKL
ndo € um fator de transcri¢ao, foi utilizado apenas como controle experimental. Os dados de gPCR
foram normalizados pela expressdo de B-actina, de WB pela expressdo de GAPDH e
representados em fold change (ou seja, quantas vezes o valor daquela amostra esta aumentado
em relacao a condigéo controle). As versdes fosforiladas de cada proteina estdo anotadas com um

“p-“ a frente de seu nome (ex. P-STATL).
Figura 23. Expresséo e/ou ativagado de alguns fatores de transcri¢céo

3.5 CRISPR screening

3.5.1 Correlacao dos dados das bibliotecas de CRISPR

Conforme descrito ja descrito anteriormente, fizemos o desenho e a
construgéo da biblioteca de CRISPR contendo gRNAs para a regido promotora putativa
do mMLKL e da bliblioteca de CRISPRi contendo gRNAs para quatro regides de
enhancers que haviam sido identificadas por bioinformatica. O mapeamento dos reads
do sequenciamento para a validagéo destas bibliotecas foi realizado pelo bioinformata
do laboratério do Dr. Sherwood.

A primeira etapa apdés o mapeamento dos reads foi analisar a
correlacdo entre as replicatas através da correlacdo de Spearman. Na figura 24
podemos observar a correlagdo do screening da biblioteca do promotor (Sub-Biblioteca

A). Como podemos observar na figura 24-A, a correlacéo entre todas as replicatas foi
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alta e consistente em todas as amostras, atingindo cerca de 0,8 para todas as
replicatas biologicas (por exemplo 1A e 2A) e cerca de 0,9 entre todas as replicatas
técnicas (por exemplo 1A e 1B). Na figura 24-B, podemos observar que a correlacao
entre as amostras sorteadas foi em torno de 0,3 entre as replicatas biolégicas e em
torno de 0,5 entre as replicatas técnicas. A ultima etapa foi observar a correlacdo das
amostras através do fold change, que representa a divisdo de cada amostra sorteda
por sua prépria amostra inicial (antes do sorting), por exemplo amostra sorteada 1A
(populagédo GFP negativa) / amostra inicial (antes do sorting) 1A. Na figura 24-C,
podemos observar uma correlacédo de cerca de 0,2 entre todas as replicatas biologicas
e cerca de 0,5 entre as replicatas técnicas, o que é consistente com os resultados de
CRISPR screenings realizados previamente pelo laboratorio. Estes dados sugerem que
o screening foi consistente em todas as replicatas, e que a parte técnica do
experimento funcionou como o esperado.
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A) Correlagdo Spearman entre as amostras iniciais (antes do sorting). B) Correlacdo de Spearman entre
amostras sortedas e C) correlacdo de Spearman pelo fold change das amostras sortedas (populacdo

GFP negativa)/amostras iniciais (antes do sorting).
Figura 24. Correlacdo de Spearman dos dados da biblioteca de CRISPR screening para o promotor de
mMLKI (sub-biblioteca A)

Para o screening com a biblioteca de CRISPRI fizemos a analise dos

mesmos parametros de correlacdo de Spearman para cada grupo (Figura 25),
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conforme descrito acima. A amostra 1A mostrou correlacdo inconsistente e muito baixa
(Figura 25-A), e por este motivo foi descartada das analises posteriores.

No geral, a correlacdo de Spearman mostrou resultados
consistentes em todas as replicatas. No entanto, para amostras sortedas e levando em
consideracao o fold change, as correlac6es foram menores do que no screening com a
biblioteca de CRISPR-Cas9, mas ainda assim dentro do aceitavel para esse tipo de
screening em larga escala (Figura 25-B e 25-C).
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A) Correlagdo de Spearman entre as amostras iniciais (antes do sorting). B) Correlacdo de
Spearman entre amostras sortedas e C) Correlacdo de Spearman pelo fold change das amostras
sortedas (populacdo GFP negativa)/amostras iniciais (antes do sorting).

Figura 25. Correlacdo de Spearman do screening da biblioteca de CRISPRI (Sub-biblioteca B)

3.6 Resultados do Mageck e mapeamento dos RNAs guia

Depois de verificar a correlacdo e confirmar que o screening teve
resultados consistentes em todas as replicatas, a segunda etapa foi classificar todos os
gRNA enriquecidos na populagdao de GFP negativa com base em seu Log Fold Change
(LFC) e valor-p <0,005.

Para ambos os screenings, os gRNAs controles de GFP, ou seja,
gRNAs que tinham como alvo a sequéncia de GFP, foram classificados nas primeiras

colocacgdes, confirmando mais uma vez que os screenings funcionaram.
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Com base no LFC e na localizacdo do cromossomo de cada gRNA,
mapeamos todos 0s gRNA usando o navegador de genoma UCSC. Este mapeamento
pode ser encontrado em https://genome.ucsc.edu/s/Izanetti/mm9_MLKL_screen.

Na figura 26, h4 um print screen de um dos resultados que podemos
encontrar no link acima, e nesta imagem podemos observar claramente a consisténcia
dos resultados do mapeamento para o screening CRISPR para biblioteca do promotor
de mMLKL. gRNAs com LFC positivo, ou seja, gRNA enriquecidos na populagao GFP
negativa, sdo mostrados em picos apontando para cima e gRNAs com LFC negativo
sdo mostrados em picos apontando para baixo. Mapeamos todos os gRNA para cada
pico positivo com e sem tratamento com IFN-y e todos os gRNA destacados em negrito

séo coincidentes para ambas as condigoes.

—— w4 Fw3.2. Fo3

MLKL gene ‘-]

MLKL promoter

01 Fw2 4-] Fwl

803,805,
806,489,
488,487,
486,485,
484,483, 244,
482,481 245

11 12

gRNAs com LFC positivo sdo enriquecidos em picos apontando para cima e gRNAs com LFC
negativo sdo enriquecidos em picos apontando para baixo. Todos os gRNA para cada pico
positivo com e sem tratamento com IFN-y foram mapeados e os gRNA destacados em negrito
s&o os coincidentes para ambas as condicées.

Figura 26. Mapeamento dos gRNAs enriquecidos na andlise dos resultados de mageck de
CRISPR screening da biblioteca do promotor de mMLKL

E possivel observar que as amostras tratadas com IFN-y
apresentaram alguns picos enriquecidos positivos que ndo estdo presentes nas

amostras sem tratamento com IFN-y, tais como o pico 1 e do pico 5 ao pico 12,


https://genome.ucsc.edu/s/lzanetti/mm9_MLKL_screen
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sugerindo que alguns gRNA podem ser especificos para ativacdo do promotor mMLKL
apos tratamento com IFN-y. Além disso, é bastante claro que alguns picos sao
enriquecidos para ambas as condi¢bes, como os pico 1 (- IFN) e pico 2 (+ IFN), e
alguns outros, como pico 3 e 4 (ambas as condi¢gdes). Da mesma forma, h4& um bom
namero de gRNA que sdo coincidentes para ambos, sugerindo que esses gRNAs
comuns podem estar fortemente associados a expressdo do promotor basal de
mMLKL. Também podemos observar que ha um enriquecimento de picos com LFC
positivos que caem dentro do mapeamento dos primers Rev 1 e Rev 2, ou seja, quanto
mais proximo do inicio do gene de mMLKL, maior a concentracdo de regides
regulatorias.

Para o screening com a biblioteca de CRISPRI, os resultados n&o
foram tdo consistentes, e € possivel observar o mapeamento de gRNA para todas as
potenciais regides de enhancers no mesmo link
(https://genome.ucsc.edu/s/Izanetti/mm9_MLKL_screen) ao selecionar a visualizacao
da janela para cada regido especifica.

No link acima para encontrar os graficos dos promotores e

enhancers com os valores de LFC, selecione as janelas:

- MLKL_prom_with_IFN para sub-biblioteca A tratada com IFN;
- MLKL_prom_no_IFN para sub-biblioteca A sem tratamento com IFN;
- MLKL_enhancer_with_IFN para sub-biblioteca B tratada com IFN;

- MLKL_enhancer_no_IFN para sub-biblioteca B sem tratamento com IFN.

3.7 Validacdo dos RNAs guias selecionados

A validacédo individual de gRNA apresentou resultados realmente
promissores, como podemos observar na figura 27 a seguir. O controle positivo de GFP
mostrou cerca de 70% de perda de GFP, validando que o experimento funcionou, e 0s
controles nédo-alvo e negativo se comportaram como esperado. Uma observacdo
importante é que os controles negativos escolhidos estdo localizados em uma regiéo
proxima a um dos picos enriguecidos positivos, desta forma podemos confirmar que o
efeito é especifico do gRNA e ndo apenas uma questdo de proximidade que impacta

de alguma forma a modulacdo de MLKL.
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Validagéo individual dos gRNA para o promotor de mMLKL com cada gRNA e néo-alvo, alvo de
GFP e controle negativo n=1 em triplicata.

Figura 27. Validagéo individual dos gRNA

A minoria dos gRNAs ndo mostrou perda de GFP, como 48, 496,
341 e 155. Alguns dos gRNAs resultaram em uma perda de GFP mediana, como 510,
173 com 4% de perda de GFP e os gRNAs 245 e 486 mostraram cerca de 8 de perda
de GFP. A maior perda de GFP pode ser observada com o gRNA 805, com cerca de

30%, o que € uma grande perda quando comparado com o controle positivo de GFP.

3.8 Screening da biblioteca de fatores de transcricao

ApOGs mapear o0s reads do sequenciamento, observamos que
tinhamos apenas 3000 reads compreendendo 1.205 gRNAs (de uma biblioteca de 12k)
e 0s resultados eram muito inconsistentes entre as replicatas. Como usamos uma
biblioteca bastante antiga do laboratorio anfitrido no EUA, desconfiamos que houve
degradacéao e perda de qualidade. Mesmo assim, procedemos para analise para ver se
era possivel extrair algum dado desse experimento que nos indicasse se valeria a pena

refazé-lo. Abaixo (Figura 28) estd um print screen do resumo do resultado do mageck.
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id num neg|score neg|p-value neg|fdr neg|rank  neg|goodsgr neg|lfc pos|score  pos|p-value pos|fdr pos|rank  pos|goodsgr pos|lfc
GFP 62 1 1 1 1204 1 69306  6.31E-93 05 1 1 51 69

[ IRF9 12 0.98658 0.93003  0.968353 1177 2 2.088 0.17542 0.99905 1 115 1 2.3&
CREBBP 12 1 0.97941 1 1203 0 1.9705 0.15998 0.9987 1 98 1 1.9705

[ Stat2 8 0.84273 079121  0.924122 1107 1 18224 0.15162 0.99269 1 88 0 1.8224
ATF7IP 12 0.84987 0.89804  0.948884 1110 2 16969 0.28169 0.99976 1 236 0 16
Foxql 4 0.99763 072431  0.924122 1186 0 16587  0.030932 0.8386 1 19 1 1.6587
AEBP1 8 0.54083 0.74042  0.924122 922 2 1.5699 0.20295 0.99598 1 150 0 1.5699
NR1D1 8 0.97583 0.85585  0.948884 1174 1 1.5024 0.22108 0.99599 1 168 0 1.5024
Perl 4 0.99908 072431  0.924122 1196 0 14906  0.090638 0.92383 1 32 0 1.4906
Tafs 4 0.61546 0.54476 _ 0.916577 979 1 14472 0.20573 0.96565 1 153 0 1.4472

[ STAT1 12 1 0.97941 1 1202 0 14391  0.011919 0.98731 1 13 2 14391 ]
Hoxb9 4 0.72934 0.5816  0.924122 1050 1 1.4157 0.23464 0.97141 1 179 0 1.4157
‘ Rbpjl 8 0.92585 0.826  0.940744 1148 2 13766 0.32005 0.99841 1 275 0 1.3766
Gata2 4 0.68416 0.56212  0.916577 1021 1 13728 0.15413 0.94385 1 92 0 13728
RFX4 8 0.78404 0.78537  0.924122 1082 2 13089 0.19738 0.99598 1 144 0 1.3089
KLF6 8 0.59068 0.76005  0.924122 958 2 13081 0.3306 0.99841 1 288 0 1.3081
MNT Ed 0.99934 091599 0.95/958 1197 n 13032 n.1733 099461 1 112 1] 13032

Resumo dos resultados da biblioteca de fator de transcricdo classificada por resultados de log fold
change (LFC).
Figura 28. Resultado do mageck da biblioteca de fator de transcrigdo

E possivel observar que ndo temos nenhum valor-p significativo

(p<0,005). Porém, o controle positivo de GFP € o primeiro no topo da lista, sugerindo

gue o screening funcionou dentro dos gRNAs que foram clonados. O valor-p nao

significativo € devido a baixa consisténcia do sequenciamento entre as replicatas. N&ao

€ um sequenciamento que podemos confiar nos dados por conta da variacdo, mas é

uma tentativa de observar que, a partir de uma lista de 1205 genes, 0s genes

relacionados com a via do IFN ainda estdo entre os 20 primeiros, 0 que corrobora com

alguns de nossos resultados anteriores. E € interessante observar que neste screening

nao usamos nenhum tratamento com IFN-y.
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4 DISCUSSAO

O entendimento acerca da modulacdo da expressdo das moléculas
de RIPK3 e MLKL se torna de importante contribuicdo para o cenério investigativo da
sensibilidade de diferentes células e/ou diferentes patologias a necroptose, e
compreender como MLKL, a molécula chave desta via, é regulada, auxiliara a
desvendar caminhos de possiveis terapias para doengas envolvendo este tipo de morte
celular.

Terapias utilizando a citocina IFN-y ja estdo sendo administradas em
diferentes préticas clinicas, sendo as principais frentes os setores de oncologia e
imunologia.(1%%-161) Em corroboracdo com dados ja publicados em algumas linhagens
tumorais e hepatdcitos,#849.51.121) nossos resultados mostraram que o tratamento com
IFN-y aumenta significantemente os niveis de expressdo de MLKL tanto a nivel
transcricional quanto a nivel proteico em células MEF, 3T3NIH e HT-29, o que pode
servir de base para novas investigacfes acerca dos mecanismos de sinalizacdo de
IFN-y e como a modulacédo positiva de MLKL pode impactar nestes cenarios.

Diversos trabalhos da literatura tiveram sucesso em explorar
elementos regulatorios da regido promotora de genes envolvidos na fisiopatologia de
doencas para desvendar rotas de novas possiveis terapias.(62-165 Com o intuito de
mapear a regido promotora de mMLKL, foram feitas diversas clonagens com diferentes
tamanhos do promotor, a fim de se encontrar qual a regido minima responsavel pela
atividade basal deste gene, como também a regido responsiva ao estimulo por IFN-y.
Nossos resultados mostraram uma reducdo estatisticamente significativa da atividade
promotora basal quando uma regido de aproximadamente 250pb na extremidade 5’ do
construto 5 foi removida, originando o construto 7 de mMLKL. Tendo este resultado
como parametro, criamos algumas estratégias a cerca desta regido com o intuito de se
restringir ainda mais a regido responsavel por esta atividade basal. Os resultados das
novas clonagens (utilizando o primer Fw 3.2) indicam que o fragmento de 148pb que
separa 0 Fw 3 do Fw 3.2 € de extrema importancia para ativacdo basal do promotor,
uma vez que quando esta regido ndo estd presente, h4 uma reducdo drastica na
atividade de luciferase quando comparado com o construto 5. Além disso, a regido
contida entre os primers forward 3.2 e 4 ndo parece ser relevante para a atividade

basal do promotor, ja que quando esta regido esta presente, ndo aumenta os niveis de
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expressdo de luciferase se comparados com a combinacdo forward 4 + reverse 1.
Esses dados advindos de ensaios de luciferase sugerem fortemente que, para
atividade basal de mMLKL, h& pelo menos um sitio de ligagdo a algum elemento
regulatorio da transcricdo relevante neste fragmento de 148pb localizado entre o Fw 3
e o Fw 3.2.

Apo6s os ensaios de luciferase, fizemos os screenings com CRISPR-
Cas9 no promotor de mMLKL e em potenciais enhancers proximos ao gene de mMLKL
como ja descrito. Com base nos resultados advindos do screening com a ferramenta
CRISPR-Cas9 no promotor de mMLKL, podemos observar na figura 26 que os picos
correspondentes aos gRNAs sdo bem consistentes, ou seja, ha um enriquecimento de
picos apontando para cima na regido mais proximal ao inicio do gene (entre os
reversos 1 e 2), como se espera normalmente para qualquer promotor. Nestes picos,
0os gRNAs tém um valor de LFC positivo, ou seja, eles estédo enriquecidos na populacdo
GFP negativa. Em outras palavras, as sequencias de nucleotideos alteradas por estes
gRNAs sao importantes para a expressao de GFP, e por consequéncia, de MLKL.

Outro fator que podemos notar € que nesta regido ha uma
concentracdo de picos que sdo coincidentes tanto para 0s grupos de amostras com
expressdo basal como para as amostras que foram tratadas com IFN-y, sugerindo que
essas regides sejam preponderantemente importantes para ativacdo basal do promotor
de mMLKL (ver abaixo discussdo sobre hipGtese alternativa). Além dos picos
coincidentes, € possivel observar picos Unicos para a condicdo basal, como o pico 2 e
0 pico 5, e picos unicos para a condicdo tratada com IFN-y, como os picos 1 e 5 a 12,
sugerindo que possam existir elementos regulatérios estimulo-dependentes.

Ao comparar os resultados advindos do screening com CRISPR-
Cas9 no promotor de mMLKL e os resultados advindos dos ensaios de luciferase, ndo
encontramos elementos comuns. O ensaio de luciferase mostra que a maior atividade
do promotor foi observada na regido entre os primers Fw 3 e Fw 3.2 em condi¢gbes
basais, e quando observamos os dados do screening por CRISPR/Cas, nao é possivel
observar nenhum pico nesta regido na condicdo basal, apenas na condicdo tratada
com IFN-y (IFN+, pico 8, Figura 26).

Uma possivel explicagdo para esta variacdo é o fato de que nos
ensaios de luciferase, usamos o reagente lipofectamina, que pode estar induzindo a
expressdo de IFN-y. Esta observacdo encontra apoio em dois Unicos trabalhos

publicados na literatura sobre o tema até o presente momento.(166.167) Esta observacéo
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se torna de extrema importancia uma vez que a maioria das transfeccdes transientes
utilizam métodos com lipossomos catibnicos, podendo levar a uma interpretacao
enviesada de quais sdo 0s niveis basais de atividade de promotores que sao
responsivos a IFN-y. Sendo assim, uma das hipbéteses é que a atividade basal do
promotor de mMLKL que observamos nos ensaios de luciferase ndo seja realmente
basal e sim induzida pelo IFN-y produzido autocrinamente pela transfeccao.
Corroborando esta hip6tese, observamos um aumento na producao de IFN-y 24h apés
a transfeccdo das células MEF com o reagente lipofectamina, como mostrado na figura
20.

Ao analisar o pico 8 da amostra tratada com IFN-y (que esta contido
na regiao entre o primer Fw3 e Fw3.2), vimos que o gRNA principal que mapeava nesta
regido era o gRNA 48. Sendo assim, fizemos experimentos para tentar validar se a
sequéncia afetada por este gRNA era a que explicava os resultados encontrados no
ensaio de luciferase. Entretanto, ao observarmos os resultados da validacao individual
deste gRNA, observamos apenas uma perda minima de GFP (menos de 1%). Nossa
hipotese, portanto, € que este gRNA ndo tem como alvo exatamente a sequéncia que
potencialmente se liga algum importante elemento regulatério, mas que seja proximo a
ela. Mais estudos nesta regido com a ferramenta de CRISPR-Cas9 precisam ser
realizados para se mapear qual é a sequéncia de fato que é relevante para a atividade
promotora, conciliando as duas estratégias experimentais.

Além desta regido responsiva, nossos dados de ensaio de luciferase
indicaram que quando a regido que contempla o primeiro exon esta presente como
parte do promotor, ndo observamos atividade significativa do mesmo e/ou ndo ha a
traducdo do transcrito da luciferase em proteina. Endogenamente, este primeiro exon é
transcrito, porém néo é traduzido, sendo que a metionina inicial (start codon) (AUG) da
cadeia polipeptidica encontra-se no segundo exon. Sendo assim, este primeiro exon
transcrito e ndo traduzido caracteriza-se como uma regido regulatoria 5° UTR.(168) De
forma interessante, nossos achados com o screening de CRISPR-Cas9 no promotor de
mMLKL mostraram uma regido com alto grau de atividade regulatéria no promotor de
mMLKL, ou seja, onde estd acumulada a maior parte dos picos positivos, e alguns
negativos, do screening (Figura 26). Uma possivel explicagdo para essa divergéncia,
advinda dos modelos distintos utilizados, é o fato de o ensaio de luciferase se basear
em um ensaio realizado com plasmideo, ou seja, a modulacdo observada era

decorrente de uma mudancga no vetor e ndo no promotor endégeno da célula. Nestas
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condicbes, sequencias mais longas entre o inicio da transcricdo e da traducdo pode
estar impactando a expressédo da luciferase. Para testar esta hipétese, sequencias ndo
correlacionadas ao promotor de tamanhos diferentes poderiam ser adicionadas e
mostrar se o tamanho desta regido (independente de sua sequéncia de nucleotideos)
pode afetar o resultado da expressdo do gene repoérter. Adicionalmente, um estudo
mais detalhado dos picos e vales mapeados nesta regido e seus respectivos gRNAS,
em validacdes individuais, podera auxiliar a resolver este dilema.

Uma outra abordagem que realizamos foi uma andlise in silico para
buscar potenciais TFs que se ligavam as regibes promotoras putativas clonadas com
base na matriz de similaridade dos sitios de ligacdo para TFs com a sequéncia do
promotor. Os candidatos inicialmente escolhidos foram os TFs que possuiam um score
de similaridade entre seu sitio de ligacdo e a sequéncia do promotor que fosse maior
qgue 9.0 (escala de 0 a 10), para aumentar a probabilidade de uma interacéo real entre
estes elementos. Sendo assim, para filtrar ainda mais os FTs relevantes escolhemos
duas abordagens. A primeira leva em consideracdo os dados ja publicados sobre o
possivel envolvimento de vias de sinaliza¢do e TFs envolvidos na modulacdo de MLKL
e a segunda é restringir a busca as regides identificadas experimentalmente como mais
relevantes na modulacdo do mMLKL.

A via canonica de sinalizacéo iniciada por IFN-y a partir de sua
ligacdo ao seu receptor na membrana plasmatica leva a ativacdo de JAK1 e JAK2, os
guais medeiam a fosforilacdo e ativacdo de STAT1. O STAT1, por sua vez, ativa a
transcricdo de diversos genes relacionados a resposta por IFN-y na célula.%) Na
literatura ja esta claro que STATL1 participa da inducao de MLKL em resposta a IFN-y, o
que foi comprovado através de animais nocaute para STAT1 que perderam o efeito de
modulacdo de MLKL em resposta a IFN-y, quando comparado com animais
selvagens.®849) O mesmo trabalho realizou CHIP e identificou a ligacdo de STAT1 a
regido de 1kb upstream ao CDS de mMLKL, considerado no trabalho em questdo como
sendo a regido promotora.

Além disso, o fator de transcricdo IRF-1, que tem sua transcricdo
ativada por STAT1,07) parece estar envolvido no aumento de expressdo de MLKL,
uma vez que o silenciamento por short interference RNA (siRNA) de IRF1, como
também o nocaute de IRF1 por CRISPR-Cas9, reduziram significantemente a
expressdo de MLKL em resposta a IFN-y em algumas linhagens de céancer.®%
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Corroborando com estes resultados, 0 mesmo grupo demonstrou pela técnica de CHIP-
Seq que IRF1 se liga ao promotor de MLKL.®?)

Além de STAT1 e IRF1, outros TFs que apresentaram alto score de
similaridade nas analises in silico foram STAT3, STAT5 e AP-1. Estes mesmos TFs
podem estar relacionados com vias de sinalizacdo em resposta a IFN-y, quando esta
assume uma via ndo candnica independente de STAT1 ou em situacdes de patologias,
podendo ser um mecanismo direto ou indireto.(126:171-176) O gaumento de expressdo de
MLKL n&o foi ligado até o momento a nenhum mecanismo envolvendo STAT3, STAT5
ou AP-1, todos sendo de extrema importancia para mecanismos de sobrevivéncia e
imunogenicidade das células.

Nossos resultados corroboram os achados iniciais publicados,
mostrando que STAT1 é importante para a modulacdo da atividade do promotor de
MLKL murino frente ao estimulo de IFN-y, jA que o uso de inibidores de moléculas
envolvidas na via deste fator de transcricdo reduziu de forma significativa a expressao
de MLKL (Figura 21). Além disso, observamos um mecanismo de feed-forward, ja que
o tratamento com IFN-y aumenta a expressdo do proprio STAT-1 (Figura 23).
Demonstramos ainda que inibidores especificos para STAT5, STAT3 e c-fos nao
reduziram de forma significativa a expressdo de MLKL, mesmo em doses maximas
toleraveis (Figura 21).

Sendo assim, é possivel sugerir que a ativacdo do promotor de
MmMLKL em resposta ao estimulo por IFN-y se d&a pela via de sinalizacdo canénica
desta molécula, ou seja, pela via de Jak-STAT. Uma das bases desta sugestdo
encontra-se no fato de que os dois diferentes inibidores da via de sinalizagdo de Jak
utilizados, Ruxolitinib e Jak Inhibitor 1, inibiram completamente ou quase
completamente a indugéo de MLKL por IFN-y (Figura 21).

A outra base para esta sugestdo se encontra nos nossos resultados
de validacao individual dos gRNA apds o screening por CRISPR-Cas9 no promotor de
mMLKL. O gRNA que resultou na maior perda de GFP foi o gRNA 805, o qual contem
em sua sequéncia-alvo o sitio de ligacdo de STAT1, o mesmo sitio de ligacdo ja
demonstrado em estudo prévio.®*% Além do gRNA 805, o mesmo sitio de ligacdo para
STAT1 também é encontrado no gRNA 488, que também aparecia como um dos top
hits na lista de resultados, porém n&o foi validado individualmente pelo fato de
compartilhar boa parte de sua sequéncia com o gRNA 805 e seria, de certo modo,

redundante. Adicionalmente, o gRNA 173, que também demonstrou alguma perda de
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GFP (4,5%), também possui como alvo um segundo sitio de ligacdo para STATL.
Todas essas evidéncias nos levam a acreditar que a modulacdo de mMLKL é
dependente do fator de transcricdo STAT1 e da ativacdo da via canOnica de IFN-y.
Planejamos realizar mutagdes no promotor enddgeno apenas nho sitio de ligacdo de
STAT1 como experimento comprobatorio final.

Além de ser importante para confirmar os resultados ja publicados, o
fato de termos encontrado como alguns dos principais gRNAs em nosso screening
justamente os que afetam o sitio de ligacdo de STAT1 atestam a forca do método
experimental que empregamos. Sendo assim, outros gRNAs que também foram
mapeados durante o screening podem ser excelentes indicadores de novas regifes
importantes de modulacao do promotor de mMLKL.

Como um exemplo inicial desta abordagem, entre 0s primeiros
gRNA que passaram por validacao individual estd o gRNA 486, que causou uma perda
significativa de GFP. Este gRNA tem como alvo uma sequéncia que possui um sitio de
ligagcdo para o fator de transcricdo NF-kB. Este fator de transcricdo pode ser um
importante alvo para futuros estudos devido a sua importancia na regulacao da via de
morte por necroptose.®77-179)

Além dos gRNAs 805, 173 e 486 ja citados, também observamos um
decréscimo de GFP quando utilizamos os gRNAs 510, 199 e 245. Nao ha nas regides
alvo destas moléculas TFs com envolvimento 6bvio com a via de interferon nem com a
atividade basal de transcricdo. E isso torna ainda mais interessante entender o que
estd interagindo com estas sequéncias e causando a modulacdo deste promotor.
Pretendemos fazer isto com abordagem experimentais distintas, tais como ChlIP-seq e
mutacdes pontuais no promotor endégeno.

Enquanto o screening de CRISPR no promotor de mMLKL nos
revelou muitos dados interessantes e promissores, infelizmente o mesmo néo
aconteceu com o screening de CRISPRI nos potenciais enhancers. Os resultados para
esse screening ndo foram consistentes, ou seja, se observarmos o mapeamento dos
gRNAs ndo ha enriquecimento de gRNAs em regides especificas, 0 que torna esses
dados mais dificeis de serem interpretados visualmente. Ainda assim, selecionamos
alguns gRNA para validacéo e esses experimentos estdo sendo feitos no momento. A
hipétese que temos sobre esse screening € que a atuacdo desses potenciais

enhancers sobre a expressdo de mMLKL possa ser pequena ou mesmo nao existir.
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Outro ponto importante a ser destacado € que a ativacdo da
expressdo de mRNA de MLKL parece ser uma modulacédo célula-especifica, uma vez
que em nossos resultados utilizando o estimulo por IFN-y em células NIH3T3 néo
resultou em uma modulagcdo positiva da expressdao de MLKL, apesar de estudos
mostrarem que estas células podem morrer por necroptose.(8%181) Neste caso, €
possivel que os niveis basais de RIPK3 e MLKL ja sejam suficientes para desencadear
0 processo de morte. Alternativamente, nestas células MLKL pode sofrer modulagfes
pés-traducionais, que alterariam tanto sua meia-vida como sua ativacdo, se tornando
assim sensiveis aos estimulos indutores de necroptose.

Neste sentido, hd um acumulo de evidéncias de regulacdo poés-
traducional de moléculas envolvidas com necroptose. Por exemplo, um estudo
demonstrou que para ativacdo de RIPK3 é necessaria sua associacdo com um
complexo de co-chaperonas formado por HSP90 e CDC37, uma vez que quando
suprimidas, RIPK3 ndo se torna ativo e consequentemente ndo ha inducdo de
necroptose.8) Por outro lado, foi identificado que a proteina fosfatase 1B (Ppmib) é
capaz de regular negativamente o sinal necroptético mediado por TNF por meio da
desfosforilacdo de RIPK3, impedindo o recrutamento de MLKL, tanto in vitro, quanto in
vivo.(83) Qutra regulacédo negativa de RIPK3 é através da carboxyl terminus of Hsp70-
interacting protein- E3 ligase (CHIP) que pode levar a ubiquitinacdo de RIPK3, levando-
0 para degradacao lisossomal, impedindo assim a formacdo do necrossomo e
dessensibilizando células a necroptose. Outra ligase, pellino E3 ubiquitin protein
ligase 1 (PELI1) também sinaliza RIPK3 para degradacdo proteassomal através de
poliubiquinacéo, entretanto, contrariamente a acdo de CHIP, PELI1 parece sinalizar
moléculas de RIPK3 preferencialmente ativadas, uma vez que apenas apos a
fosforilagdo de RIPK3 é que sua interacdo com PELI1 é permitida.(185186)

A MLKL por sua vez faz parte da familia de pseudo-quinases, e sua
interacdo com RIPK3 se da por meio de sua fosforilagdo por RIPK3 nos sitios Thr357 e
Ser358 em humanos, e Ser345, Ser347 e Thr349 em camundongos.® Apdés a sua
fosforilacdo por RIPK3, MLKL sofre uma mudanca conformacional que expde seu outro
dominio, o N-terminal four-helix bundle (4HB), ou complexo de quatro hélices.(87:188) O
mecanismo molecular posterior a exteriorizagdo do dominio 4HB continua né&o
elucidado completamente e frequentemente surgem novos trabalhos demonstrando
algumas das possiveis execucdes downstream de MLKL. Um dos conceitos mais

discutidos até entdo corroboram para o fato de que o dominio 4HB esta envolvido na
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oligomerizacdo de MLKL, e é responsavel por facilitar sua interacdo com os grupos de

fosfoinositol (P1) pertencentes a membrana plasmatica.(89-1°1)
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5 CONCLUSOES

1. H4 uma regido minima responsavel pela atividade basal do
promotor de mMLKL que é coincidente com a regido que responde a estimulos com
IFN-y. Vale ressaltar uma limitacdo do nosso estudo, que indica que a atividade basal
do promotor pode estar sendo contaminada pela inducdo da expressdo endogena de
IFN-y apos transfeccédo das células;

2. Existe uma regido de 148pb (que aqui denominamos como a
regido contida entre o primer FW 3 e o FW 3.2), que contém pelo menos um elemento
regulatorio de extrema importancia para ativacdo do promotor de mMLKL;

3. Através do screening de CRISPR-Cas9, identificamos uma regido
regulatoria proxima ao inicio da transcricdo do gene mMLKL, com forte atividade
regulatéria, onde ha uma forte sugestéo da ligacdo do fator de transcricdo STAT1;

4. A via de sinalizacdo utilizada para o aumento da expressdo de
mMLKL pelo estimulo por IFN-y depende de sua via candnica de sinalizacao, ativando
Jakl e Jak2, que leva a fosforilacdo de STAT1 e posteriormente a ativacdo da
transcricdo de mMLKL;

5. Ha outras sequencias identificadas pelo screening CRISPR-Cas9,
que sao potencialmente relevantes para a modulacdo deste promotor. E que a
investigagcdo de quais moléculas interagem com estas regides pode levar a

descobertas de potenciais alvos de modulacéo da expressao de MLKL.
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Abstract

Introduction: Necroptosis is a newly discovered biochemical pathway of cell death that is
independent of caspases and with morphological aspects similar to necrosis. Activation of
this pathway, which occurs through various stimuli, includes death receptors, and TRIF-
mediated signals involving a cascade of phosphorylation of the RIPK1 and RIPK3 kinases,
and the MLKL pseudokinase. The relevance of cell death by necroptosis has already been
demonstrated in several pathophysiological conditions such as bacterial and viral infections,
ischemic processes, cancer and autoimmune diseases. In many of these models RIPK3
and MLKL expression levels have been reported to be modulated both positively and
negatively. The expression intensity of these molecules are correlated directly with the
sensitivity of the cell to induce death by necroptosis. So far few reports have been
published in the literature about the mechanisms that regulate the modulation of these gene
both regarding signaling pathways and transcription factors involved and the
characterization of their promoter regions. Purpose: To elucidate the mechanisms of gene
expression of RIPK3 and MLKL by studying their promoter regions and the transcription
factors that regulate them. Methods: Cloning, luciferase assays, CRISPR-Cas9 screening,
Western blot, polymerase chain reaction, in vitro assays. Results: To the murine MLKL
promoter, we defined a minimal region responsible for the basal promoter activity, which is
also activated after the interferon gamma stimulation through luciferase assays.
Additionally, we verified that MLKL expression by interferon gamma is mediated by the
Janus Kinase pathway that indicates that the classic interferon-signaling pathway actively
participates in this modulation. This suggestion was reinforced with CRISPR-Cas9
screening data showing that there is a region close to MLKL transcription start site that is
rich in regulatory regions and with STAT1 binding sites. In these regions seems to be
central for regulating the activation of MLKL transcription upon interferon gamma
stimulation through the canonical JAK-STAT pathway. Conclusion: Important promoter
regions were identified for the expression of murine MLKL both at baseline as well as after
interferon gamma stimulation. The JAK-STAT pathway was also observed as participating

in this process.

Keywords: MLKL [not in DeCS]; RIPK3 [not in DeCS]; Gene expression regulation;

Transcription factors; Necroptosis



Apéndices

Apéndice 1. Sequéncias das regibes promotoras preditas extraidas do software

Genomatix, juntamente com sua data de acesso

MLKL_Mus Musculus_Promoter Prediction (Data acesso: 24/07/2016)
aaccacatggtggctcacaaccatctgtaatgggttctgatgccctcttctggtatgtctgaagacaatgacagtgtactcac
ataatataaaataaataaatctttaataaagaaaagaagtgagaaaacaggtaaactaagccccccagacatccctga
actatgttgcctcaaagtaaaatgtctccccatacaatttatttctattctttcccagctatatagcatgagtcagccaacggceat
tttcttctttctttccttectctitttaaattttgttttagttttattittgagatatatatctcaacatatatctgagtgtgtgtgtgtgtgtgtgt
gtgtgtgtgtgtgtgtgtagagctttagcgcetcttggaactggatttgtaaactaggttggectcgaactcacagagatcctgag
tgctgggactcaaggtctgtgccaccaccaactagctaatgaaaggttatttcttatactagctaactgggggtataactgac
aaataataaactcatcttgaaaaataacaaagtttggagatgaccttagaaggggaaaaaaaggaactgacccctactt
gggtaacttcacactcccttaaacttcctccattactctccatccecctgccccaggattattcaacacaaagcagctaaagga
accgcctcagcacttctacgggttacctccatttttatgtatttaccggtgtggtatgcatgegtttgcgtgccagggcecagtge
acacgttgaagtcagaggacaaggccttttgcctcgagagaggaaaatgactcaggacatccgcectcactttegttttettttt
ctttttctttctttttttttttttttaattatgctgaagtticcaggctatcecttacactggctatcagggctctctgcaaccttattttctcaa
cccccaaattcaagacctcaaacagagaacctgggaagagtaactatttaatggatttggggaaagaatcagccaacta
ggggcttcaactgggagctgtccagagagcgggtgtgggaagcetggceatatctccagtaggagtagaaageccggggga
aggcgtgtcaaactggccgcggcttccggagcagaactctggacagaaatagcetgtcggacaggttggttttgaggactc
tgctggagcattgctgcegttggeccaaatttgactttaggcgggaaccgcggcetggtgecggagttcctccgagaggcgaga
gctttaaggttgcaccaagggaggggactcaggacaccggggacctgctccgacctggegtgcattgtcaacgaggca
gaagaccgcggtccgggagceggcegggagactgatgatcctacaggaactgagcgcaggatagaccggacgagegce
ccctcggagatcacgtagaatccagtgagcetgtagcgcggcaggaggaagcaggagaatcccagaatcacagattgg
acttcctggaacttagggtgagttggtttcgattccctaactaaattgggctgttattctgctgagatctctgctgacctttttttgec
caaggaggatggagatcgaggaatggcattcgaggaaaggcaaaag

MLKL_Homo sapiens_Promoter Prediction (Data acesso: 24/07/2016)

agccagcgtgagcataggggctcaagaactccgttacagaattttctgggatttaaataccctctagaggctcccattggtta
attggtgtacaccctatgtaaatgaagaagatgaagtgaagttgctcagtcacttactcagtgaacgccatatgtaaatgaa
gaaaatatttcctgtcatagctgaaatgtgtccattttatttagttctaagaagtcagcgtgaatcagctttatgttccctgectge

agaccctattctcctgcctcacctcaatctcttcacctaagacaggaagaaaactgatgatgcaggagacgaagaacaat
agcaaggcgaagaaatgaatctccaaggccggcttcaagcgattctcccctctcaggetcccgagtagetgggattaca

ggcatgcaccaccacgcctggctaatttttgtatttttagtagagacagggtttccccatgttggccaggatggtcttgaactcc
tgacctcaggtgatctggccacctccgectcccaaagtgctggaattacaggcatgagccaccacacccagctcccagtt

ctgttcttitagaggcaaatagtctgttgagtaaatgcataacactacttagactttctagctgaagatgtagttaatcttaagaa
aacctgactcacactgtaacaggatgttctgcaatgaccttagaagaggaagtgacttttttcccactttggtgtctcttcecte

gtaccctcceccaccccgcecaatattatccagcacagagaagcaaacaccagaagcttctctccaactttcagtttttctctaa
acttccagtccttctcatactgtgtcctggttataatagttgctgggaccttattctattctgaatccccagcccctaaagaaggct
tggtactgacgtgtacagcgtagttacccagtgactttggggaaggcaggaagagtgtggaaaggacaggaggaagga
agggaggggccgtggctccgagctgectagaaageggcetccagggagecagggceaccgtgagectggtggttggeag
ctggagccacgtcggagggggaagtgtcgcagcattctctgcaggceatcacagacctgaggcagtggectccggaggg



cactggacagaaacagccatccaagtggctgagtggagggaccctgctcaagtgcagcetgcagtggecggggtttcect
caggtagggatcggggcgccttgtcgccgecagecacgtgtggegtccggtacagtcagcagagtgcaggg

RIPK3_Mus Musculus_Promoter Prediction (Data acesso: 24/07/2016)

aggtcctttagtgcatactgcgtgcctcataccttacctgcaccacaggtagatttatatagcccagaggceattgtcaagaag
aataagctaacttgagctggagtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgccgettagtaggcaaaattcttgtcatgca
agcatgaggacctgaactcatattcccacaactaaagtgacattggggacagtagcccatgtataccatgccagtgttcct
acagcaagatgagagacaggagaatactgggacattaacaggctaacacatagcattatgcacacagcagagaaca
aactgaccctatctcaaacaaggtcgaacacctacacacacacacacacacacacacacacacacacaccatgacat
gcaccccttcaccacatgcatggtcatgcacacacataaataaattttaagataaataagaaagccaagcatggtggegt
acacctttaatcccagcatttagtcaggaggcagatgcagatggctctctgtgagtttgagtcaacctggtctgtatactcgag
tcccagatcaaccagggctccaaaaagagaccctgtctcaaaagtaagtaagtaagtaagtaagtaagtaagtaagtaa
ataaataaataaataaataaataaaataagggctaccttggtggagcagaactcggttctaaactagtcccatacttacttg
gccaagcgatttaaactttaagtacttgggtttcctcctctatagaaaagaaaacacggttgatctaagaagccagtatgtgt
acctggcccaagacaacccttactagaagcgttactccgtgatcttaggaccataaaatcctcctgatctccatcctecctte
atcaaaatgtggttggcaagcggtggagctaaggggtccaagagagactggctatcgtggggagtcaatcgttcctggat
ggtgaggacaccttttgtggcacgcccagtgcctgggegcttctcgggtggaagcagtttcaaggcacgtgcacaggaaa
tagccccaaagttttcaatgctccaccccagggggcggagatagaaggagcctcttatttgaaagggaagttgtgaagte
gctcattcaaagtccgggggagcegacctgggaagcggaattcggggcectgaaccteegtgecttgacctactgattgttec
ctttgcagaccctgccttcctctcagtccacactccgagcecgtagacgtcgggtttccagetccgtetgtgcacacataactc
caggaagccgctagctcccgacgatg

RIPK3_Homo sapiens_Promoter Prediction (Data acesso: 24/07/2016)

gcctagggcaggcecctatcgggttcccacaacctccagtcatggtcagacctcagaaaggtaaaatatggacaccttttttc
tgccctaaatctttaagactctccatgcttctgggttatcaaaagactgtgtccagagceatgtgcttgtcaggaacattaattag
ggtatttgcatgcaagagttgtcatgcaagggagagggcaggaaagctctgaggtgtttccactgtagtgtacaccacaat
gtcaccaaccctctggatgggctgataaatctagccttaccacaatgccctgggagtgggcttggggectgccacctccag
gagctcctgttcaaagggcatataagtccctatcaatgccaaagacttgcctcgcaagagcagctatagggactgggeag
gaatacagatagggatccttcactacattgttggatgcttcacacctttcccagccacctgcacgaccagctgagtggtaca
gccctgaagcctatgtgaaaacaggataacttgatggttcagagcecattatttccatatgggcttaggcaaggtacttaaact
ctcagtgtctcagtttcctcacctatagaaaggtaataaaagcagtacctatccecttagggttcgtgtgagaattaaataag
ctaatatatatacctggtgcatgataagttttatatacgtgttggctatgatcttagggcagctgtgagagagctgagecctag
aaccataaaaccctcctaagcaccatctccactcatggcectggcaggtcgtggagcaggaaatcctgtgggaaaaggg
aaggctttgactgtaggagtgggttgattgtgggttcctggaaggtgaggactccttccctaacatcctcaatgcccagcaac
acctaatctggctgcggcaggtgctcaggaaacgctagtcaaggagaaaggcactagctttcgetctgccccctgeececa
ccccaggggcegggactgtagaggegcctataagggaagttgttcagtcaactcggaaaaagggtaacaacccggaaa
gtagactcaccgtcttggtctagagactgacccctgcacagacagaccccttccectctctgcgaaaggaccaageccca
gaagtcactccatctcctacggctcgcaatttccagaggcecccctggceaccttccagcectgatgtegtgegtcaagttatg



Apéndice 2. Protocolo de preparacao de biblioteca

Amplificamos a regido U6-3' do gRNA com diferentes cédigos de
barras em cada primer PE1l (esses primers vdo do codigo A ao codigo N) em

combinagdo com 0 mesmo primer Rev.

101317_UG6PE1_BcX ACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT NNNNN
GGAAAGGACGAAACACCG

110717_gRNA_r2seq_halftail GACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
GCCTTATTTAAACTTGCTATGCTGT

Utilizamos metade do gDNA de cada amostra (que variou de
amostra para amostra) e o volume final da PCR foi calculado de modo que o gDNA
esteja em <25ng gDNA/uL PCR, arredondando para os 100uL mais proximos (por
exemplo, se tivesse 11ug gDNA, usaria 5.5ug gDNA em uma PCR de 300uL). A reacédo

foi corrida por 13 ciclos no seguinte programa:

98°C | 98°C 62°C 72°C | 72°C | 4°C
30seg |10 seg. 30 seg. 60 seg| 5min |

Apés a primeira PCR, as amostras foram purificadas (PCR
purification kit- Qiagen) e seguida para uma etapa de gPCR para determinar o nimero
de ciclos necesséarios para amplificacdo total da biblioteca na reacdo de PCR
convencional. Nesta etapa e na PCR2 foram usados 0s seguintes primers, dos quais o

primer N70X variava de 0 a 20 combinado com 0 mesmo Rev:

031317_10xr2seq_24bp_N70X_fw CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT NNNNNNNN
GT GACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

110717_PE1_fulltail AATGATACGGCGACCACCGAGATCTAC
ACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTC

Para gPCR utilizamos o seguinte protocolo:

0,25uL de PCR1 purificado

7,5uL 2x Q5Ultrall Master Mix

0,375uL 20uM Fw primer: 110717 _PE1_fulltail

0,375uL 20uM Rv primer: 031317 _10xr2seq_24bp N70X_fw
0,75uL 20X EvaGreen



5,75uL de dH20 (para o volume final 15uL)

O protocolo foi executado seguindo o0 seguinte programa:

98°C | 98°C 67°C 72°C | 72°C | 4°C
30seg| 10seg. 30seg 60 seg. | 5min | por 30 ciclos

Apos o resultado da qPCR, agrupamos as amostras com ct préximos
e utilizamos 2 ciclos a menos do ct da qPCR para PCR2 (o numero minimo de ciclos
PCR2 é 7, a média € 12-15, se tiver mais de 17 anos, ha um problema).

Para PCR2 seguimos o seguinte protocolo:

22,5uL ~ metade do PCR1 (a outra metade foi armazenada)
25uL 2x NEB Next Master Mix

1,25uL 20uM Fw primer: 110717_PE1_fulltail

1,25uL 20uM Rv primer: 031317 _10xr2seq_24bp_N70X_fw

Seguindo o seguinte programa:

98°C | 98°C 67°C 72°C | 72°C | 4°C (quantidade de ciclos determinada pela gPCR)
30seg| 10 seg. 30 seg. 60 seg. | 5min |

Apos a corrida, o produto foi purificado e eluido em 30uL de tampéo
de eluicao.

Apos a biblioteca ser amplificada, o préximo passo foi prosseguir
para tapestation, que nada mais é do que uma eletroforese capilar. A partir dos dados
de nMol advindos da corrida da tapestation, as amostras foram agrupadas em
guantidades equimolares e encaminhadas para 0 sequenciamento de nova geracao,

coletando >1M reads de leitura por amostra.



Apéndice 3. Modulacao de RIPK3 em resposta a IFN do tipo | e do tipo I

Os mesmos testes de indugcao de expressao realizados com MLKL
também foram realizados com RIPK3, entretanto, para esta molécula os resultados ndo
mostraram uma modulacdo tdo acentuada quanto de MLKL. A figura abaixo ilustra a
modulacdo de RIPK3 mediante estimulos com IFN-y e IFN-B em células MEF.

As células 3T3NIH ndo expressam RIPK3 endogenamente, portanto

néo foi possivel marcar RIPK3 nestas células.
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Analise por western blot da expressédo de RIPK3 no tempo Oh (TOh), e ap6s 16h e/ou 24h
e/ou 36h com e sem estimulo por IFN-y (A) e IFN-B (B). A quantificacdo das bandas foi feita
pelo software ImagelLab. AA representa a diferenca de valor (fold change) entre as amostras
estimuladas e ndo estimuladas no mesmo intervalo de tempo.

Figura 1. Expresséo de RIPK3 em MEF ap6s estimulo por IFN-y e IFN-8

Apls os testes pilotos em células murinas, testamos a célula
humana HT-29 por também ser uma célula frequentemente reportada na literatura
como sensivel a estimulos necroptéticos. Estimulamos as células HT-29 com IFN-
(cat#PHC4244 GIBCO) e IFN-B (cat#11415-1 PBL assay), como pode ser observado
nas figuras 6 e 7. Estas células mostraram um aumento de MLKL de aproximadamente
4,5x com o tratamento por 24h com 100ng/mL com o IFN- (GIBCO) (Figura 2), e de 3x



com o tratamento de 250U/mL com IFN-B (PBL Assay) (Figura 3), no mesmo intervalo

de tempo.
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Andlise por western blot da expressdo de MLKL no tempo Oh (TOh), e ap6s 16h e 24h com e
sem estimulo por IFN-B (25 e 100U/mL). A quantificacdo das bandas foi feita pelo software
ImageLab. AA representa a diferenca de valor (fold change) entre as amostras estimuladas
e nao estimuladas no mesmo intervalo de tempo.

Figura 2. Expresséo de MLKL em HT-29 apdés estimulo por IFN-B (GIBCO)
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Andlise por western blot da expressdo de MLKL no tempo Oh (TOh), e ap6s 16h e 24h com e
sem estimulo por IFN-B (25 e 100U/mL). A quantificacdo das bandas foi feita pelo software
ImagelLab. AA representa a diferenca de valor (fold change) entre as amostras estimuladas
e ndo estimuladas no mesmo intervalo de tempo.

Figura 3. Expressdo de MLKL em HT-29 apds estimulo por IFN-B (PBL Assay)

Mesmo que a inducdo de MLKL em células HT-29 tenham sido
satisfatorias, a eficiéncia de transfeccdo nestas células foi muito baixa (~15%), e além
disso, as clonagens do promotor predito de hMLKL apresentaram multiplos problemas

de mutacéo nos construtos gerados, mesmo repetindo 0 processo diversas vezes com

uma enzima Taq Polimerase High fidelity.



Apéndice 4. Atividade promotora de RIPK3 murino (mRIPK3)

Na figura 1 (A) abaixo, é possivel observar que para os quatro
fragmentos clonados do promotor predito de RIPK3 murino ndo houve diferenca
de atividade de luciferase entre eles. A figura 1 (B) apresenta os resultados de
atividade de luciferase mediante estimulo com IFN-y 100ng/mL, e nesta figura
também € possivel observar que ndo houve diferenca de atividade entre os

construtos mesmo quando induzido por IFN-y.
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Niveis de luciferase representando a atividade promotora basal (A) e (B) induzida por
IFN-y (100ng/mL).
Figura 1. Atividade promotora de RIPK3 murino

Essa falta de diferenca de atividade entre os construtos pode estar
relacionada ao fato de que ndo clonamos toda regido do promotor que é ativado para

expressao de niveis basais ou induzidos por IFN-y de RIPK3.

Atividade promotora de RIPK3 (hRIPK3) e MLKL humano (hMLKL)

Os construtos gerados para o promotor predito de RIPK3 humano
apresentaram resultados semelhantes ao murino, néo tendo diferenca na atividade de
luciferase, tanto em células Hek293 (A) que tém uma excelente eficiéncia de
transfeccdo, quanto em células HT-29 (B) como demonstrado na figura 2 abaixo
(barras destacados em cinza no grafico abaixo). Para hMLKL, como ja foi explicado,
nao tivemos sucesso com a clonagem dos dois primeiros fragmentos do promotor
predito. Para os dois construtos gerados, foi possivel observar uma um aumento de

atividade de luciferase do construto 3 para o construto 4 (Figura 2).
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Niveis de luciferase em células (A) Hek293 e (B) HT-29 transfectadas com os construtos de
RIPK3 e MLKL humano. Barras pretas representam os niveis de luciferase de hMLKL e as
cinzas de hRIPKS3.

Figura 2. Atividade promotora de RIPK3 e MLKL humano

Atividade promotora de MLKL murino mediante estimulo com IFN-B

Como j& era esperado, a ativacdo do promotor pelo estimulo de IFN-B nédo se
apresentou como promissor na ativacdo do mesmo, como pode-se observar na figura
3. Tanto células MEF quanto células 3T3NIH ndo apresentaram uma diferenca entre a
atividade basal e a atividade induzida. Desta forma, seguimos 0s experimentos
utilizando apenas o IFN-y.
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Niveis de luciferase em células (A) MEF e (B) NIH3T3 apos estimulagdo com IFN-b
25U/mL.

Figura 3. Atividade promotora de MLKL mediante IFN-b



Apéndice 5. Andlise in silico dos fatores de transcricdo associados ao promotor de

MLKL

Tabela 1. Analise preditiva in silico dos fatores de transcricdo que potencialmente se ligam aos
promotores de MLKL humano e murino

Predicao@losFatores@ledranscricdoFueBedigamZoPpromotor@eMMLKLEBaoRomuns@paratlhumano@E@nurinoX
Familia® | Caracteristicas@afamilial HomoBapiensQ? Mus@nusculus?
FKHD@ Forkfead@omainfactors® HNF3.01/FHXB.01@ FKHRL1.010
NKXH® NKXHomeodomainactorsa NKX29.01/NKX25.04/NKX25.058 NKX25.050
NKX25.01(@
NR2FQ Nuclear@eceptorBubfamily2Hactors TR2@'R4.012 HNF4.02/HNF4.0308
SF1F@ VertebrateB@teroidogenicactor SF1.01/FTF.01@ FTF.020
BRNF@Q Brn®POU@omain@actors@ BRN4.010 BRN4.01/BRN2.04(
0CT1@ Octamerbinding@rotein POU3F3.010 OCT1.03/®CT1.03/POU3F3.011
HBOX® HomeoboxMranscription@actors GBX2.012 VAX1.01/WAX1.01/EN1.012
PARFQ PAR/bZIPfamilyl HLF.0112 DBP.01/HLF.01/TEFHLF.01R
PEROQ Peroxisomefproliferator-activated@eceptor? | PPARG.03[ PPARG.0301
HNF1@ Hepatic®uclear@actor@ @ HNF1.04/0 HNF1.03@
HNF1.01/HMBOX.01/TECF2.01&
PLAGH Pleomorphic@denoma@enel PLAG1.021 PLAGL1.02(
SORYR SOX/SRY-sex/testis@eterminig@ind@elated? | SOX7.01/S0X9.09/HBP1.02/S0X10.0 S0X7.03/50X6.01/50X3.01/S0X3.02/
HMGboxHactorsa 3/S0X9.04/S0X9.062 HBP1.021
RXRF[ RXRMheterodimerbindingBites THRB.03/THRB.010E THRA.01/THRB.03/RARMIRXR.01/VDRE
RXR.03/VDRMRXR.010
MZF1R Myeloid@incinger@ Mactors MZF1.021 MZF1.02/MZF1.018
NFAT® Nuclearfactor®fActivated@-cells? NFAT.010 NFAT5.01/NFAT5.02/NFAT.010E
IRFFR Interferon@egulatory@actors? IRF4.020 ISRE.01R
ETSFQ Human@nd@EnurineETS1@actors@ ETV1.02/PDEF.01/SPI11.02/CETSIP54 | SPIB.01/ERG.02/GABP.01/ELK1.01/ET
.01/PEA3.0108 S2.01/PDEF.01/ETV5.01/ETVI.02®
GCMFQ Chorion-specificlranscriptionfactors@vith@B@| GCM1.032 GCM1.0301
GCMMDMNABinding@omain
CEBPQ Ccaat/Enhancer@Binding®roteinf CEBPA.01/CEBPE.02/CEBP.020 CEBPA.01/CEBPE.021
BRACH Brachyury@ene,Bnesoderm@evelopmental? | BRACH.01/EOMES.02H MGA.01/MGA.01/TBX21.01@
factor®
ZTRED Zinc@ranscriptional@egulatory@lementf ZTRE.03/ZTRE.041 ZTRE.03/ZTRE.01/ZTRE.040
XBBF@ X-boxbindingactorsk RFX4.02/MIF1.020 RFX1.0208
AP1RE MAFEndAP1Helatedfactorsi NFE2.01( MAFB.01/MAFK.01/MARE.02/VMAF.0
1@
HAMLE Human@cutednyelogenous@eukemia@actorsz| AML3.01E AML1.021
STEMR Motif@omposed®@findingRitesHor OCT3®.010 OCT3[@.020
pluripotency®rBtem@ellfactors@
EGRF@E EGR/nerve@rowthfiactornducedprotein@@ | CKROX.01[ EGR3.01/EGR2.018
&MelatedMactors@
AHRRE AHR-arntfeterodimers@ndBAHR-related® NXFRARNT.01( AHRARNT.01/AHRARNT.03/NRF@2
factors@ ARNT.01H
P53F@ p53@EumorBuppressor? P53.05/TP63.012 P53.01/P53.070
HESFQ@ Vertebrateomologues@f@nhancer®fBplit@ | DEC1.01E BHLHB2.021
complex?
CREBQ cAMP-responsive@lementbindingroteins@ | C-JUNRATF2.01/CREB.02/ATF6.020 ATF1.01/CREB3L2.01[
NR2FR Nuclear@eceptorBubfamily2Factorsk TR2@R4.012 HNF4.02/HNF4.030
BCL6[ POZMomainZincinger@xpressed@nM-Cells?l| BCL6.030 BCL6.03/BCL6.041
AP1FQ AP1,Bctivatingfrotein@ 2 AP1.02/BATF.010R BATF.010
HOMFBI Homeodomain@ranscriptionfactors? HMX2.01/HMX3.012 HHEX.01/MSX.01/BARX2.018
ZF020 C2H2Rinclinger@ranscriptionfactors2 @ ZBTB7.03/ZKSCAN3.01@ ZBTB7.011
KLFS@ Krueppelfike@ranscriptionfactorsf GKLF.01/BKLF.02/KLF12.01 BKLF.01/BKLF.02[
SP1F@ GC-BoxMfactorsBP1/GCH GC.01@ SP4.021
MYODQ Myoblast@etermining@actors@ MYOD.01/TCFE2A.030 TCF21.010
MAZF@ Myc@ssociatedZincfingers? MAZR.01( MAZ.018
NGREQR "Negative"Blucocoticoid@esponse@lements?| IRZINGRE.01( IR2INGRE.011
ZBEDR ZincfingerBED@omain-containingrotein@ | ZBEB1.028 ZBED1.010
HANDM® TwistBubfamily®f@lassBBHLHE LYZ1E12.01@ TH1E47.018
transcription@actorsf
HEAT® HeatBhockMactors HSF2.03/MSF2.02/MSF1.04/@ HSF2.030
HSF1.042

Destacado em negrito na coluna denominada familias, encontram-se

as familias dos fatores de transcricdo que tém pelo menos um fator de transcricdo

especifico que € comum para ambas as espécies; a coluna seguinte corresponde a




caracteristicas de cada familia, seguidas pelas colunas que correspondem ao fatores
de transcricdo que pertencem a mesma familia para humano e murino,
respectivamente. O mesmo TF especifico comum para ambas as espécies encontra-se
também destacado em negrito. E por fim, destacado em azul encontram-se os TF
especificos que possuem um score acima de 0.8 (considerado bom), e destacados em
verde encontram-se os TF que possuem um score acima de 0.9 (considerado muito
bom/étimo), os fatores de transcricdo que possuem score abaixo de 0.8 ndo foram

destacados.
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Figura 1. Principais fatores de transcricdo candidatos a terem uma participacéo
importante na regulacdo da atividade do promotor de MLKL e suas posi¢Bes de ligacao
ao mesmo relativas aos primers utilizados para a amplificagdo desta regido



