CAPITULO 8

ELIMINACAO DO GENE RASSF9 NA LINHAGEM
DE MELANOMA B16FO ATRAVES DE CRISPR/
CAS9

Julia Souza e Costa

RESUMO: O melanoma € o cancer originado
pela transformacéo de melanécitos, sendo
0 mais letal entre os canceres de pele. Pode
ser dividido em quatro grupos dependendo
da mutacgéo presente, sendo mais incidentes
alteracbes nas proteinas B-Raf e Ras. A
proteina Ras esta associada a diferentes
cascatas de sinalizacdo, regulando
processos como proliferacao, diferenciacéo,
morfologia, apoptose. Os principais efetores
de Ras na morte celular s&o membros da
familia RASSF (Ras-association Family).
RASSF9 foi implicado na diferenciacéo dos
queratinocitos e na homeostase dermal e,
interessantemente, sua expressao pode ser
induzida por exposicao solar. Para estudar
0 papel de RASSF9 em melanomas,
iremos eliminar a expresséo deste gene na
linhagem murina B16FO0, através do sistema
CRISPR/Cas9. Apos selegcédo de linhagem
estavel transfectante (B16F0.R9KO), iremos
avaliar o impacto da nossa manipulagédo no
crescimento tumoral in vitro e in vivo, bem
como na resisténcia a quimioterapicos.
Finalmente, esta linhagem servira como
ferramenta para novos estudos sobre o
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papel de RASSF9 em vias bioquimicas
intracelulares e outros aspectos da biologia
tumoral.

CONSIDERAGCOES INICIAIS

Durante o periodo de maio a
novembro de 2022, focamos em cultivar as
células B16FO0, selecionar a concentragao
ideal do antibi6tico, transformar bactérias
competentes, amplificar plasmideos,
transfectar HEK293T, produzir o Lentivirus
e transduzir a linhagem com lentivirus
LentiCRISPRv2 carregando a sequéncia
validada de sgRNA para RASSF9. Sem
experiéncia prévia em laboratorio, os
primeiros meses foram fundamentais para
conhecer e aprimorar técnicas laboratoriais.

Nos meses seguintes, realizamos
a extracao e trabalhamos o uso de acidos
nucleicos, extracdao de RNA, sintese de
cDNA, reacdo de qPCR, eletroforese em
gel de agarose, marcacdo de proteinas
especificas, obtencé@o de extrato proteico,
eletroforese de proteinas em gel de
(SDS Page),
blot, ensaio de crescimento e ensaios de

Poliacrilamida Western

resisténcia a quimioterapico.
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METODOLOGIA

Linhagem celular

Células da linhagem de melanoma murino B16F0 foram cultivadas em meio RPMI
10% e renais de embrido humano HEK293T. A primeira foi crescida em meio RPMI 10%,
enquanto as HEK293T, em DMEM 10%.

Meio de Cultura

Cultivamos as células em meios RPMI-1640 (Thermo Fisher), suplementado
com 10% de soro bovino fetal (Thermo Fisher), 1% de L-Glutamina (Thermo Fisher) e
1% dos antibi6ticos penicilina e estreptomicina (Thermo Fisher); DMEM (Thermo Fisher),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Thermo Fisher), 2mM de L-Glutamina
(Thermo Fisher) e 100 pg/ml dos antibiéticos penicilina e estreptomicina (Thermo Fisher);
SOB (2% Bacto-tryptone, 0,5% yeast-extract, 10mM NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCi2,
10mM Mg2S04, H20 mili-Q gsp 600mL, ajustando o pH para 7,0); SOB &gar (100mL do
SOB apo6s ajudar pH e adiciona-se 1,5g de Bacto Agar); Luria-Bertani ([LB] Kasvi); LB agar
(Kasvi).

Preparacao de bactérias supercompetentes DH5a

Efetuamos a producéo de bactérias supercompetentes DH5a com o método Inoue.
Plaqueamos as bactérias em meio SOB &gar previamente preparados e incubamos
overnight a 37°C para ocorrer crescimento. No dia seguinte, selecionamos uma colénia
isolada e transferimos para um Erlenmeyer contendo 10ml de meio SOB estéril (pré-
indculo), incubando o frasco sob agitagdo, overnight (37°C, 300rpm). A bactéria deve
crescer com uma densidade 6ptica de 400-600nm, para isso, aguardamos 18 horas e
inserimos 3ml dessa solu¢gdo em um Erlenmeyer estéril contendo 50 ml de meio SOB
(inbculo) e incubamos por 1 hora sob agitagcdo (150rpm). Medimos a absorbancia em
espectrofotdbmetro e quando foi atingido o valor da OD 600, os 50ml do in6culo foram
transferidos para um tubo falcon, incubados 10 minutos em gelo e centrifugados (3200g por
15 minutos a 4°C). Ressuspendemos o pellet com 20ml de buffer ITB estéril e incubamos
no gelo por 10 minutos, repetindo a centrifugacao e ressuspendendo o pellet delicadamente
com 4ml de buffer ITB. Adicionamos 280ul de DMSO e incubamos em tubo falcon no gelo
por 10 minutos. Homogeneizadas as bactérias, dispensamo-las em aliquotas de 100ul em
tubos eppendorf e as submergimos rapidamente em recipiente contendo nitrogénio liquido

para promover o congelamento rapido.
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Amplificacao dos plasmideos LentiCRISPRv2

Utilizamos as bactérias preparadas para amplificacao dos plasmideos LentiCRISPRv2
vetor vazio contendo os genes de resisténcia a ampicilina, para a selecao das bactérias,
e a puromicina, para selecionar as células de mamiferos, como também, o plasmideo
lentiRASSF9, contendo as sequéncias descritas anteriormente, e ainda o gene responsavel
pela codificacdo da proteina Cas9, fusionada ao epitopo Flag. Para isso, transformamos
as bactérias SbI3 pelo método choque térmico. Adicionamos os plasmideos as bactérias
e incubamos no gelo por 30 minutos, depois 2 minutos a 42°C, e por fim, repetimos os 2
minutos no gelo. Acrescentamos 1mL de meio LB ao tubo que foi submetido a agitagcéo por
uma hora (37°C). Passado esse periodo, inoculamos as bactérias transformadas em placa
de petri contendo meio LB-agar 1,5% com 100ug/ml de ampicilina e incubamos a 37°C por
18 horas. Plagueamos as bactérias em meio liquido para a extracao de DNA plasmidial.

Producéao das particulas lentivirais

Particulas lentivirais derivadas do vetor vazio e do vetor contendo sgRNA RASSF9
foram produzidas em células 293T. Para a produgao dos lentivirus, as células HEK 293T
foram mantidas previamente em meio de cultura DMEM 10% por alguns dias antes do inicio
do protocolo. No dia anterior a transfeccao, foram plaqueadas 2x10° células HEK293T
por poco em uma placa de 6 pogos. ApOs cerca de 24 horas, confirmou-se a confluéncia
de cerca de 80% para a realizagdo da transfec¢do. Na transfecgé@o, incubamos 1 ml de
uma solugdo contendo 5ug do vetor vazio (LentiCRISPR.v2) ou clonado com o sgRNA
de RASSF9 (LentiCRISPR.sgRNA.R9), 3.5ug do plasmideo de empacotamento helper
(pCMV-VSV-G), 2.5ug do plasmideo do envelope (psPAX-2), 22,5 ul de Polyethylenimine
1mg/mL (PEI) e completou-se com DMEM sem soro para ajustar o volume para 1 mL. Como
controle da trasfeccéo, as células HEK 293T nao receberam o plasmideo LentiCRISPR.v2.
No dia seguinte, trocou-se cuidadosamente o meio de cultura, para coletar o sobrenadante
viral 24h ap6s essa troca.

Transducéao de células B16F0 com sobrenadante viral

Para realizar a etapa de transduc¢éo, utilizamos duas placas de 6-wells, sendo que
uma dessas placas foi usada como controle. Foram plagueadas 2x10° células B16F0 em
cada um desses 12 pogcos com 2ml de RPMI10%. No dia seguinte, retiramos 1500ul de
meio de cada pog¢o e incubamos 1000ul dos sobrenadantes coletados (uma placa para a
solugéo com LentiCRISPR.v2 vetor vazio e a outra para a solugdo com o LentiRASSF9) na
presenca de Polybrene (5ug/ml - Sigma-Aldrich), a 37°C, 5% CQO?2. Passadas 48 horas, foi
adicionado Puromicina (Invitrogen) para sele¢é@o das células transfectadas. Durante 7 dias
seguintes, as células foram mantidas na presenca de puromicina e repicadas sempre que
necessario.
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Extracdo e Uso de Acidos Nucleicos

Extracdo de RNA

Lavamos com PBS 1X as linhagens celulares B16F0, B16F0.EV e B16FO0.
R9KO, desaderimos com tripsina, coletamos e centrifugamos por 5 minutos a 500 x g.
Ressuspendemos o pellet formado em meio de cultivo, contamos as células e separamos
1x10° células. Centrifugamos a 500 x g e ressuspendemos o pellet em 500 uL de TRIzol™
reagent (TermoFisher). Congelamos essa solugéo em freezer -80°C.

Para realizar a extracdo, descongelamos em gelo as amostras congeladas e
adicionamos 100 pL de cloroférmio. Homogeneizamos as amostras e mantivemos a
temperatura ambiente por 3 minutos. Decorrido esse tempo, centrifugamos as amostras a
12.000 x g a 4°C por 15 minutos.

Nessa etapa, obtivemos 3 fases, sendo que a fase superior é a que esta presente
o0 RNA. Coletamos a fase superior e adicionamos 250 uL de isopropanol. Vortexeamos
as amostras e mantivemos em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida,
centrifugamos a 12.000 x g por 15 minutos, a 4°C. Descartamos o sobrenadante,
adicionamos ao pellet 500 pL de etanol gelado 75% e centrifugamos a 7500 x g por 5
minutos a 4°C. Repetimos a etapa com etanol mais duas vezes, removemos 0 €xcesso
de etanol e aguardamos a evaporacdo completa do etanol. Adicionamos 20 pL de H,O
DNAse free/RNAse free nas amostras e incubamos a 60°C por 10 minutos. Passados os 10
minutos, colocamos rapidamente as amostras em gelo e quantificadas no Nanodrop 2000
(ThermoFisher).

Sintese de cDNA

Utilizamos o RNA extraido para a sintese do cDNA seguindo os passos do tépico
3.7.1. Utilizamos a enzima ImProm-1I™ Rever Transcripase (Promega) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Na solucdo de volume total de 10 uL, adicionamos 2 ug
de RNA e 0,5 pg de oligo(dT) 12-18 (TermoFisher). Incubamos as amostras a 70°C por 5
minutos e em seguida por mais 5 minutos em gelo. Adicionamos a essa solugéo o volume
para 1X do ImProm-II reaction buffer, 3mM de MgCl, 0.5mM de cada dNTP e 1uL da enzima
ImProm-II™ Reverse Transcriptase. Incubamos por 1 hora a 42°C a solugdo de volume
final 20 pL e seguimos com a inativagdo da enzima por incubagéo a 70°C por 15 minutos.
Estocamos o produto a -20°C até ser utilizado na gPCR.

Reacéao de qPCR

Aplicamos a reacdo de gqPCR para determinar o nivel de expressdo dos genes
RASSF9 e b-actina. Para a mistura de reacgdo, adicionamos 5ul de SYBR Green PCR
Master Mix (TermoFisher), 100 ng de cDNA e a concentragdo padronizada de cada par de
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primer. Ajustamos o volume com H,0 DNAse free/RNAse free para 10 uL. Na amplificagéo,
usamos os valores do threshold cycle (CT) de cada amostra, adquiridos na fase exponencial

da reacéo para os calculos 2-AACt. Regularizamos os valores pelo housekeeping B-actina.

Eletroforese em Gel de Agarose

Para realizar a eletroforese em gel de agarose (1% e 2%) conforme descrito por
Sambook e Russel (J. SAMBROOL, D.W. RUSSEL, 2001), dissolvemos a agarose em TAE
e submergimos o gel no mesmo tampao. Em seguida, uma diferenca de potencial (70V
a 100V) foi aplicada sob amperagem constante. Coramos as moléculas com brometo de
etideo 0,5 uL por 20 minutos e visualizamos em transiluminador com luz UV (260 nm).

Marcacao de proteinas especificas

Obtengéo de extrato proteico

Lavamos 10° unidades celulares utilizando solugdo salina tamponada (PBS) 1X,
por duas vezes, com centrifugacdo de 5 minutos a 5000 x g. Em sequéncia, adicionamos
ao material coletado um tampdo de amostra para proteinas 1X e submetemos a uma
incubacgéo de 5 minutos a 95°C. O produto foi conservado em temperatura de -20°C até o
momento de sua manipulagéo.

Eletroforese de proteinas em gel de Poliacrilamida (SDS Page)

Inserimos as amostras, acompanhadas do marcador de massa molecular de
proteina BenchMarck Ladder (Invitrogen) em um gel de poliacrilamida desnaturante
contendo solugdes e concentracbes adequadas. Entdo, posteriormente submetemos os
géis a técnica de Western blotting.

Western blot

Para analisarmos a expressdo de proteinas especificas utilizando anticorpos,
transferimos as proteinas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham HybondTM-C,
GE Healthcare) ap6s a realizagéo de eletroforese em gel de poliacrilamida. Realizamos
a transferéncia utilizando um tampéo especifico em sistema SemiDry (BioRad), com 30 V
por 30 minutos.

Coramos a membrana com Ponceau S 0,1% em 1% de acido acético depois de
realizarmos a transferéncia. Realizamos o bloqueio utilizando leite integral 5% em PBS
0,1% Tween 20, com agitacdo constante por 1 hora a temperatura ambiente. Adicionamos
o0 anticorpo primario e incubamos a temperatura ambiente com agitacéo leve. Os anticorpos
utilizados nesse processo foram RASSF9 Polyclonal Antibody (Invitrogen) 1:500 e -actin
(8H10D10) mouse mAb #3700 (Cell Signaling Technology) 1:1000, nas dilui¢cbes informadas.
Apos a incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com PBS/0,1% Tween 20, e em
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seguida, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario a-lgG de camundongo
(1:1000) e de coelho (1:1000) conjugados com HRP, ambos diluidos em solugéo de leite
5% em PBS 0,1% Tween 20 por 1 hora, com agitacdo constante. Realizamos lavagens
apos a incubagéo com o anticorpo secundario e a revelagdo foi realizada com ECL caseiro
utilizando o equipamento ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences).

Ensaio de Crescimento

Para avaliagdo da capacidade proliferativa da linhagem nocaute obtida, uma curva
de crescimento sera realizada, plaqueando-se 1 x 104 células por pogo de placas de 6
pocos. Apos 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas, as células seréo isoladas, coradas com azul
de tripan 0,2% e contadas com auxilio do contador automético Countess Il (Thermo Fisher).

Ensaios de resisténcia a quimioterapicos

Para avaliar o efeito da auséncia de RASSF9 nas células B16F0 na resisténcia a
apoptose, células B16F0 e B16F0.R9KO serédo incubadas com diferentes concentracoes
de estaurosporina e a inducéo de apoptose avaliada pela marcagao com 2ug/ml de Anexina
V conjugada com Alexa Fluor 647 e 50nM de Sytox Green (Thermo Ficher), utilizando-se a
técnica de citometria de fluxo (BD FACSCanto™ II). Os dados seréo analisados utilizando
o software FlowdJo v10.

RESULTADOS

Cultivo celular

Sendo a técnica mais fundamental empregada em nosso projeto, meu treinamento
se iniciou com a pratica do cultivo de células. Células B16-FO foram descongeladas,
crescidas e congeladas até que me tornasse proficiente. Na Figura 2, estao representados
diferentes estagios do processo, desde o momento que foram tripsinizadas (Figura 2A), até
atingirem confluéncia em diferentes aumentos (Figura 2B-D)
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Figura 2. Imagem representativa de culturas do plaqueamento de 1x10°células B16FO em meio
RPMI10% FCS. A, 1x10° células/ml B16F0 imediatamente ap6s serem tripsinizadas em aumento 0,5x.
B, 5x108 células/ml B16F0 quatro dias ap6s serem tripsinizadas em aumento 0,5x. C, 5x10° células/ml

B16F0 quatro dias apds serem tripsinizadas em aumento 10x. D, 5x108 células/ml B16F0 quatro dias
apoés serem tripsinizadas em aumento 20x.

Estabelecimento da concentracao de Puromicina para a selecao das células
transduzidas

Antes de iniciarmos a transducéo das células B16-FO0, estabelecemos a concentracdo
ideal de puromicina a ser utilizada na selecdo das células transduzidas. Para isso, 1x10°
células foram plaqueadas em placas de 6 pogos e apods 24h, diferentes concentragbes
do antibidtico (0,6-1,4ug/ml) foram adicionadas aos respectivos pocos. Além das
concentragdes testadas (Figura 3. A-E), as B16F0 foram plagueadas no mesmo dia, porém
sem a presenca de antibidtico para utilizar como controle (Figura 3.F). Foi escolhida a
concentracéo 1,2 pyg/ml de puromicina por ter sido a concentracdo em que 90%-95% das
células morreram em 3 dias a 5 dias.
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Figura 3. Otimizagdo da concentragédo de puromicina. Imagem representativa do tratamento de células
B16-FO0 tratadas com diferentes concentragdes de puromicina para a sele¢éo de células transduzidas.

Transfeccao das células HEK293T

Pararealizar a transfec¢éo das células HEK293T, 1,5 x 10° células foram plaqueadas
em duas placas de 10cm. As concentragcbes dos plasmideos foram medidas utilizando
um nanodrop 2000, e em seguida as quantidades necessarias de cada plasmideo foram
misturadas com PEI que formassem o complexo. Gotejamos lentamente o conteldo sobre
as células HEK293T e incubamos a 37°C. Apds 24h, o meio de cultura foi substituido e

apds mais 24 horas, o sobrenadante contendo o conteudo viral foi coletado (Figura 4).

Figura 4. Imagem representativa de culturas de células HEK293T transfectadas em aumento 10x.
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Transducao das células B16-FO0

Para a obtencdo das células contendo o vetor vazio (B16F0.EV) e as células
nocaute para RASSF9 (B16-F0.R9KO), os respectivos sobrenadantes virais obtidos na
etapa de transfecg@o foram adicionados as células B16-FO. Apds 24 horas, as células
foram tratadas com o antibiotico de selegéo, putomicina (1,2ug/mL), por duas semanas.
As células resistentes foram crescidas, congeladas e entéo segui-se para a caracterizacéo

das mesmas (Figura 5).

Figura 5. Imagem representativa das células B16-FO0 lentivazio em concentracéo 1,2 ug/ml de
puromicina 6 dias ap0s a transducéo.

Niveis de expressao do gene RASSF9 por qPCR

Para a caracterizacdo das linhagens B16-FO, vetor e nocaute, inicialmente os
niveis de expressdo de RASSF9 foram medidos a nivel de RNA por gPCR (Figura 6).
Esperavamos obter um nivel de expressdo maior na linhagem B16FO0, similar ao nivel
das B16F0.EV (vetor) e reduzido nas B16F0.R9KO. No entanto, o resultado ndo ocorreu
conforme planejado, possivelmente por troca das amostras ja que muitas amostras
foram preparadas ao mesmo tempo. Devido a incoeréncia de resultados, repetimos os
experimentos para confirmar os resultados encontrados nas linhagens B16F0, B16F0.Vec,
B16F0.R9KO, Tm5, Tm5.Vec e Tm5.R9KO (Figura 7). Esperavamos que a expressao das
B16FO0 fosse similar a expresséo da B16F0.Vec mas elas continuaram expressando menos.
Iremos repetir os experimentos para confirmar os resultados.
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Figura 6. Expressado de RASSF9 nas de melanoma murino B16-FO. Avaliagdo da expresséo relativa de
RASSF9 a nivel de mRNA por gPCR nas linhagens B16F0, B16F0.EV e B16F0.R9KO.
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Figura 7. Expressdo de RASSF9 em linhagem de melanoma murino Tmb. Avaliagéo da expressdo
relativa de RASSF9 a nivel de mRNA por gPCR nas linhagens Tm5, Tm5.Vec e Tm5.R9KO.

Avaliacao da deplecdao de RASSF9 por Western Blot

Seguindo com a caracterizacdo das células B16-FO e Tmb5, realizamos avaliagao
proteica de RASSF9 e Cas9. Em ambas as linhagens, a expressdo do Cas9 foi
significativamente elevada tanto nas células vetor quanto nas células nocaute para RASSF9
(Figura 8 e 9). No entanto, nas células originais, a expressao do Cas9 foi inexistente.
Em relagéo a expressdo de RASSF9, notamos uma redugédo nas células Tm5, embora
ndo tenha sido completamente eliminada. Isso pode indicar a presenca de uma populacéo
homogénea. Clones dessas células foram gerados e estdo em processo de caracterizacao.
Quanto as células B16-F0, ndo detectamos qualquer sinal para RASSF9. Portanto, sera
necessario repetir o Western Blot para finalizar a caracterizagao dessas células.
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Figura 8. Avaliagdo da deplecdo de RASSF9 nas células B16-FO por Western Blot
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Figura 9. Avaliagdo da deple¢éo de RASSF9 nas células TM5 por Western Blot

Ensaio de Crescimento das linhagens em estudo

A capacidade proliferativa das linhagens celulares B16F0, B16F0.Vector e B16FO.
R9KO, 1 x 10* células foram plaqueadas em placas de 6 pogos e contadas apos 24, 48,
72, 96, 120 e 144 horas utilizando azul de tripan 0,2% e o contador automatico Countess Il
(Thermo Fisher). Os resultados demonstraram diferengas no crescimento celular entre as
células B16-F0 no dia 6 (Figura 10).

Alinhagem B16FO registrou um total de 146,3 células, enquanto a linhagem B16FO.
Vector apresentou 157,3 células (Figura 11). Por outro lado, a linhagem B16F0.R9KO exibiu
uma reducdo no nimero de células, 76,97 células contadas. Esses resultados indicam que
as ceélulas nocaute para RASSF9, apresentam redugcéo na capacidade proliferativa.
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Figura 10. Curva de crescimento das Linhagens B16F0, B16F0.Vector e B16F0.ROKO
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Figura 11. Crescimento das Linhagens B16F0, B16F0.Vector e B16F0.R9KO no Dia 6

Ensaio de Resisténcia a Morte com Estaurosporina

A capacidade de resisténcia a morte celular foi avaliada pela porcentagem de
células positivas para Anexina-V, que se liga a fosfatidilserina que sdo expostas no inicio
do processo de apoptose e Sytox Green, um marcador fluorescente de acido nucleico que
ndo atravessa as membranas celulares de células viaveis, mas marca facilmente o material
genético das células em processo de morte celular.
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Assim, as células B16-F0 e Tm5 tratadas com 1pM de estaurosporina por 24 horas
e em seguida marcadas com Anexina-V e Sytox Green (Figura 12). Os resultados mostram
uma possivel resisténcia ao tratamento com estaurosporina nas células Tm5.R9KO.
Essas células apresentaram uma maior viabilidade celular em comparacao com as células
originais e as células vetor. Por outro lado, nas células B16-F0, observamos diferenca
entre os grupos tratados. Para confirmar esses resultados, serdo necessarios mais testes
com outras drogas, bem como a finalizacdo da caracterizagdo das células nocaute para
RASSF9.
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Figura 12. Inducédo de apoptose por estaurosporina. Gréafico representativo de células B16-FO e Tm5
apos tratamento com estaurosporina (1uM).

CONCLUSAO

Embora a caracterizagdo completa das células B16-FO e Tm5 n&o tenha sido
alcangada, nossos resultados preliminares sugerem uma diminuic&o nos niveis de RASSF9.
Esta diminuicéo, embora ndo seja total, parece ter impactado a taxa de proliferagcéo celular.
No entanto, curiosamente, essa reducao nos niveis de RASSF9 néo parece influenciar a
resisténcia das células & morte induzida por estaurosporina. E importante ressaltar que
esses resultados ainda séo preliminares e ndo conclusivos. Portanto, serao necessarios
mais experimentos para confirmar essas observacgdes e elucidar completamente o papel de
RASSF9 na proliferacéo e sobrevivéncia celular.
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