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RESUMO

Desde o inicio da engenharia genética, a inser¢do de genes exodgenos em células
hospedeiras apresentou desafios, seja pelo aumento do tamanho das insergdes, seja pelo
desafio de direcionamento preciso para integragdo em regioes do genoma permissivas para
transcricdo. Com o advento da Biologia Sintética, hA um aumento da complexidade para a
inser¢do, ndo apenas de um gene, mas de diversos genes componentes de vias metabolicas e
circuitos genéticos, além da necessidade de estudos mais refinados de organizacao,
estruturacao e regulacao genomica. A fim de evitar integracao aleatéria no genoma que possa
gerar expressdes instaveis ou fenotipos imprevisiveis, ¢ demandada integragao especifica sem
modificacdo da expressao de genes enddgenos codificadores de proteinas essenciais. Uma
abordagem comum ¢ direcionar as inser¢des para regides intragénicas ou intergénicas capazes
de acomodar a expressdao esperada do inserto sem alteracdes adversas ao hospedeiro,
denominadas Porto Gendémico Seguro (do inglés, Genomic Safe Harbor, GSH). GSHs foram
encontrados em humanos, camundongos, macacos e Cryptococcus, porém em sua maioria
estdo em regides com alta densidade génica e no caso de humanos proximos a genes
relacionados ao cancer. Com o objetivo de expandir o nimero de GSHs disponiveis em
diferentes organismos, a presente proposta visou o desenvolvimento de um programa de
computador de identificacdo de provaveis GSHs com uma abordagem otimizada seguindo
critérios definidos para refinar a busca por novas regides extragénicas de inser¢dao em trés
organismos eucarioticos: Homo sapiens, Mus musculus € Saccharomyces cerevisiae. Esse
sofiware, SHIP (do inglés, Safe Harbor Identification Program), foi desenvolvido na
linguagem Python e utilizou como entrada arquivos de anotagdo génica do organismo
estudado aliado a informagdes de caracteristicas regulatérias de expressdo gé€nica, como
potencial de metilagdo do DNA, locais de ligacao de fator de transcricao e sitios de alteragdes
de histonas, identificando 6 pGSHs (GSHs putativos) em S. cerevisiae, 16 em H. sapiens e 11
em M. musculus. Adicionalmente, essa proposta validou in vivo 5 GSHs identificados pelo
software SHIP no organismo modelo S. cerevisiae. Desta maneira, o software SHIP é o
primeiro algoritmo, disponivel e validado experimentalmente, capaz de identificar pGSHs em

qualquer organismo Eucarioto com anotacdo genomica.

Palavras-chave: Porto Seguro Gendmico, Python, S. cerevisiae, Biologia Sintética



ABSTRACT

Since the beginning of genetic engineering, the insertion of exogenous genes into host
cells has presented challenges, whether due to the increase in the size of the insertions or the
challenge of precise targeting for integration into regions of the genome that are permissive
for transcription. With the advent of Synthetic Biology, there has been an increase in the
complexity of inserting not just one gene, but several genes that are components of metabolic
pathways and genetic circuits, as well as the need for more refined studies of genomic
organization, structuring, and regulation. Specific integration without modifying the
expression of endogenous genes coding for essential proteins is required to avoid random
integration into the genome that could generate unstable expression or unpredictable
phenotypes. A common approach is to target insertions to intragenic or intergenic regions
capable of accommodating the expected expression of the insert without adverse changes to
the host, known as the Genomic Safe Harbor (GSH). GSHs have been found in humans, mice,
monkeys, and Cryptococcus, but most of them are in regions with high gene density and, in
the case of humans, close to cancer-related genes. To expand the number of GSHs available in
different organisms, this proposal aimed to develop a program to identify probable GSHs with
an optimized approach following defined criteria to refine the search for new extragenic
insertion regions in three eukaryotic organisms: human, mouse, and Saccharomyces
cerevisiae. This program, SHIP (Safe Harbor Identification Program), was developed in the
Python language and used gene annotation files from the studied organism as input, together
with information on gene expression regulatory characteristics, such as DNA methylation
potential, transcription factor binding sites, and histone alteration sites, identifying six pGSHs
in Saccharomyces cerevisiae, 16 in Homo sapiens and 11 in Mus musculus. In addition, this
proposal validated in vivo 5 GSHs identified by the SHIP program in the model organism S.
cerevisiae. Thus, the SHIP program is the first experimentally validated algorithm capable of

identifying pGSHs in any eukaryotic organism with genomic annotation.

Keywords: Genomic Safe Harbour, Python, S. cerevisiae, Synthetic Biology
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1. INTRODUCAO

1.1.  Justificativa

Com o surgimento da tecnologia do DNA recombinante e da transformagdo genética,
o local de insercdo de genes de interesse (transgenes) surgiu como uma importante
preocupacao. Esse local de insercao deveria garantir a transcricdo do transgene sem efeitos
indesejaveis ao fendtipo ou ao genoma do organismo alvo. O advento da Biologia Sintética,
que almeja inser¢cdo de vias metabdlicas ou circuitos genéticos, demanda inser¢do simultdnea
de varios genes, o que refor¢a a preocupagao inicial. Assim, faz se necessario a identificacao

de locais de integracao seguras no genoma (do inglés, Genomic Safe Harbours, GSHs).

H4, ainda hoje, uma grande atencdo relacionada a expressdao dos proprios transgenes,
pois esses sdo majoritariamente inseridos em regides selecionadas de forma empirica ou
mesmo ao acaso. Por conta disso ha uma necessidade de busca, entre os organismos
transformados, por aqueles exibindo o padrdo desejado de expressdo dos transgenes, gerando
a necessidade de considerdvel tamanho amostral para que essa selecdo seja atingida, a

depender do organismo alvo.

A maioria dos candidatos & GSHs usados atualmente foram identificados por local de
inser¢do viral, analise de perda de fung¢do génica ou por semelhanga com GSHs de outros
organismos (Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012). Estas regides estdo, em sua maioria, em
l6cos intragénicos, o que traz importantes implicacdes com relagcdo ao efeito da insercao de
genes de interesse na expressao de genes proximos ao local de inser¢do. Observou-se que,
mesmo nos estudos que elencaram critérios para identificagdo de GSHs no genoma humano, a
adesdo aos mesmos nao pode ser integral, além de ndo ter havido uma andlise ampla da
expressao génica (Arras et al., 2015; Pellenz et al., 2019; Sadelain; Papapetrou; Bushman,
2012). Assim, apesar de terem sido denominadas a priori como GSHs, ainda persiste a
auséncia de avaliagdo ou avaliacdo parcial dos efeitos das inser¢des na expressdo dos genes

enddgenos dos organismos geneticamente modificados.

Portanto, hd necessidade de identificacio de GSHs que sigam critérios especificos
para os diversos organismos, respeitando as suas particularidades em termos de tamanho do

genoma, incidéncia de elementos repetitivos e marcas epigenéticas. Além disso, a ruptura
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bialélica, que tem probabilidade de ocorrer quando o direcionamento ¢ mediado por
endonucleases, pode resultar em fenotipos indesejados por mutag¢do nula homozigota quando
ocorre inser¢do em GSH localizado em regido intragénica (Pellenz et al., 2019; Sadelain;
Papapetrou; Bushman, 2012). Levando em consideracdo o contexto apresentado, bem como a
falta de descricdo na literatura de estratégias consolidadas para realizar buscas sistematicas
em genomas por GSHs, torna-se relevante o desenvolvimento de abordagens computacionais
para caracterizar e identificar estas regides em genomas conhecidos, bem como derivar regras

genéricas visando expandir a aplicagdo para outros organismos.

Para tanto, propde-se o desenvolvimento de um sofiware de computador, denominado
SHIP (do inglés, Safe Harbor Identification Program), que visa a identificacdo de GSHs a
partir de genomas sequenciados. O SHIP preencheria uma lacuna atual na literatura e serviria
como uma ferramenta para guiar experimentos de biologia sintética a partir de critérios
pré-definidos, baseado no ciclo de desenho, construgdo (sintese), teste (validacdo in vivo) e
aprendizado (do inglés, Design - Build - Test - Learn, DBTL). Com isso, o presente trabalho
pode contribuir para a identificagdo racional de GSHs e, no futuro, para o desenvolvimento
orientado de organismos contendo circuitos genéticos complexos ou vias metabolicas

completas, de forma segura e rapida.

1.2.  Biologia Sintética

O desenvolvimento da engenharia genética baseou-se principalmente na tecnologia do
DNA recombinante ¢ na analise de Reagdo em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase
Chain Reaction, PCR) das décadas de 1970 e 80 (Cameron; Bashor; Collins, 2014). Desde
esse periodo, a expressao do transgene introduzido no organismo-alvo, sem que houvesse
outras interferéncias na fisiologia celular, era o objetivo central da area. Com o advento da
biologia sintética, que visa o desenho ou redesenho de sistemas biolodgicos para que o
organismo alvo possa desempenhar uma nova fun¢do ou ser mais bem sucedido no
desempenho de uma fungao ja existente (Haseloff; Ajioka, 2009), tornou-se mais desafiador o

alcance do objetivo central.

Seguindo a ideia de circuitos genéticos introduzida pela primeira vez com o estudo do
operon da lactose por Jacob e Monod (1961), a biologia sintética iniciou a montagem de

circuitos génicos simples, como osciladores (Gardner; Cantor; Collins, 2000) e



repressiladores (Elowitz; Leibler, 2000), com perspectivas de evolugdo para circuitos mais
complexos (Figura 1). Com isso, houve a necessidade de expansdo da manipulagdo genética
de caracteristicas de interesse, migrando de monogénicas para poligénicas, como vias
metabolicas completas e circuitos genéticos multimodais, as quais requerem a insercao de

varios genes codificadores (Naseri; Koffas, 2020).
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Figura 1 - Uma breve historia da biologia sintética. Caixas pretas indicam marcos técnicos ou culturais;
caixas vermelhas indicam engenharia de circuitos; biologia sintética em engenharia metabolica (verde);
aplicagdes terapéuticas (azul); engenharia de genoma completo (roxo). Siglas: iGEM (do inglés, International
Genetically Engineered Machine); MAGE (do inglés, multiplex automated genome engineering); SB1.0 (do
inglés, Synthetic Biology 1.0). Retirado e adaptado de Cameron; Bashor; Collins, 2014.

Além disso, a biologia sintética também trouxe o desenvolvimento de ferramentas de
edi¢do génica, como o sistema formado por Repeti¢des palindromicas curtas interespacadas e
regularmente agrupadas (do inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats, CRISPR) com a Proteina Associada ao CRISPR (do inglés, CRISPR-associated
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Protein 9, Cas9) (Jinek et al., 2012). Esse sistema permite a introducao de genes em locais
especificos no genoma alvo posicionado por complementaridade via um RNA-guia associado
a nuclease Cas9, que quebra a dupla fita do DNA e induz o reparo por recombinacio
homologa resultando na integracao da sequéncia de DNA doador, ou seja, do transgene (Cong

etal.,2013).

A Biologia sintética também trouxe o conceito BioBrick que, utilizado pela primeira
vez em 2003, consiste de uma peca individual de DNA (Knight, 2003). Apesar de simples,
essa abstragdo, oriunda da engenharia, para modularizar partes biologicas traz uma
sistematizagdo para que tais "blocos de constru¢do" sejam utilizados para projetar e montar
sistemas genéticos e vias metabolicas mais refinadas e complexas (Stephanopoulos, 2012). A
padronizagdo e sistematizagdo também contribuiu para disseminar e facilitar o uso de
inimeros BioBricks de maneira fécil e replicavel entre diferentes grupos de pesquisa (Shetty;
Endy; Knight, 2008) além de proporcionar o surgimento do Registro de Pecas Bioldgicas
Padrao (Galdzicki et al., 2011), agora hospedado pelo grupo iGEM (do inglés, International
Genetically Engineered Machine), e da Linguagem Aberta de Biologia Sintética (do inglés,
Synthetic Biology Open Language, SBOL) (Galdzicki et al., 2014).

Com o notavel avanco das técnicas de edicdo génica e da sistematizagdo para a
montagem de circuitos genéticos e vias metabolicas complexas dentro de células surge a
necessidade de identificar locais de inser¢ao que permitam a expressdo dos transgenes, sem,

contudo, interferir significativamente na fisiologia celular, evitando fenotipos nao preditos.

1.3.  Portos Seguros Genomicos

No contexto de contemplar as potencialidades da biologia sintética, vislumbra-se um
cenario ideal onde gene(s) possam ser integrados em regides especificas do genoma, sem,
contudo, afetar a expressdo de genes endogenos codificadores de proteinas essenciais. Uma
abordagem comum para satisfazer este desafio seria direcionar os locais de integragdo para
regides intragénicas ou intergénicas, capazes de acomodar a expressdao esperada do inserto,
sem alteragdes adversas ao hospedeiro. Estes locos distintivos sao denominados de Portos
Seguros Gendmicos (do inglés, Genomic Safe Harbours, GSHs) descritos em sua maioria

para os organismos modelos como H. sapiens (Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012) e Mus



musculos (Clark; Dinsmore; Soriano, 2020) pela sua importancia para estudos genéticos e

clinicos.

Na literatura foram estabelecidos alguns critérios, principalmente em H. sapiens, para
que regides gendmicas possam ser consideradas GSHs: (1) distanciamento de mais de 300 kb
de genes relacionados ao desenvolvimento do cancer, de microRNAs ¢ de RNAs ndo
codificadores funcionais; (2) distanciamento de mais de 50 kb da regido 5’ de demais genes,
qualquer origem de replicacdo e de regides ultra-conservadas; (3) exclusdo de regides com
baixa atividade transcricional e de regides de niimero de copia varidvel no genoma; (4)
priorizacdo de regidoes genomicas de unica copia e com estrutura aberta de cromatina (Pellenz

et al., 2019; Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012).

Os GSHs mais comumente utilizados em estudos com células humanas sao: (1) o l6co
do sitio de integra¢do do Virus adeno-associado 1 (AAVS1) no gene PPP1R12C, cromossomo
19 (Kotin et al., 1991; Samulski et al., 1991); (2) o 16co CCRS5 localizado no cromossomo 3
que codifica um dos principais receptores do virus HIV (Liu et al., 1996) e (3) o loco
ROSA26 também localizado no cromossomo 3, identificado no genoma humano por
homologia de sequéncia a partir da identificacdo desse loco em camundongo. No entanto,
singularmente esses trés ldcos sdo encontrados em regides com alta densidade génica e
proxima a genes relacionados ao cancer (Henckaerts; Linden, 2010; Sadelain; Papapetrou;
Bushman, 2012), o que faz com que estes ndo cumpram os critérios acima (Figura 2). Além
disso, nenhum estudo mais aprofundado foi realizado para verificar o impacto da insergao de

transgenes na estrutura, regulacdo e funcionalidade gendmica do organismo alvo.
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Figura 2 - GSHs intragénicos comumente utilizados em estudos com células humanas. Cada local
(identificado por uma linha vermelha vertical) sdo mostrados para a) AAVS1 b) CCRS e ¢) ROSA26. Os
oncogenes estdo ilustrados em caixas vermelhas. As setas indicam a direcdo da transcri¢do. Retirado de
Sadelain; Papapetrou; Bushman, (2012).

Com extensa anotacdo gendmica e devido as suas caracteristicas biologicas, S.
cerevisiae ¢ um 6timo modelo para validagdo funcional e estudos de GSHs. Duas estratégias
de integracdo nessa levedura se destacam, a de (1) integragdo multipla que direciona o inserto
para regides repetidas no genoma como retrotransposons de levedura (do inglés, Yeast
retrotransposons, Ty) (Boeke et al., 1985; Lee; Silva, 1997; Sakai; Shimizu; Hishinuma,
1990) e DNA ribossémico (rDNA) (Dai et al., 2013; Lopes et al., 1989, e de (2) integragdo
simples que direcionam para regides intragénicas de genes de cdpia unica, como o gene HO
(Voth et al., 2001), genes codificadores de enzimas ativas em vias biossintéticas de
aminoacidos ou nucleotideos, considerados marcadores auxotroficos (Da Silva; Srikrishnan,
2012) e locais denominados sitios neutros (do inglés, neutral sites) (Kong et al., 2022;
Mikkelsen et al., 2012) que consistem de regides ndo codantes. Tais regides carecem de

analises completas in vivo e de critérios especificos para serem utilizadas na acomodacgao de



7

vias metabolicas completas e circuitos genéticos complexos, levando a necessidade da

identificacao de GSHs em S. cerevisiae.

GSHs em outros organismos também foram relatados, como os supracitados, l6co do
tipo AAVS1 no genoma do macaco-rhesus, 16co ROSA26 em camundongos (Sadelain;
Papapetrou; Bushman, 2012), bem como outras regides em Oryza sativa (Sun et al., 2023),
Schistosoma mansoni (Ittiprasert et al., 2023), Caenorhabditis elegans (Mouridi; Alkhaldi;
Frokjar-Jensen, 2022), Nannochloropsis oceanica (Sudfeld et al., 2022), Aspergillus
fumigatus (Furukawa et al., 2022; Pham; Xie; Lin, 2020), Cryptococcus neoformans (Arras et
al., 2015), Saccharomyces cerevisiae (Liu et al., 2022) e Komagataella phaffi (Pichia
pastoris) (Gao et al., 2022; Liu et al., 2019; Nishi et al., 2022). Apesar da sua crescente
importancia como plataforma segura para o direcionamento genético, todos os locais
atualmente utilizados como porto seguro gendmico ainda ndo foram totalmente validados

(Pavani, 2020).

Mesmo em estudos que propuseram seguir critérios para identificagdo de GSHs no
genoma humano, a adesdo aos mesmos nao foi completa, bem como ndo foram realizadas
analises globais da expressao génica no organismo alvo apds a insercao de transgenes (Arras
et al., 2015; Pellenz et al., 2019; Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012). H4, ainda hoje, uma
grande preocupacdo relacionada a expressdo dos proprios transgenes, pois esses S0
majoritariamente inseridos em regides selecionadas de forma empirica ou mesmo ao acaso.
Por conta disso ha uma necessidade de selecionar, entre os organismos transformados, aqueles
exibindo o padrio desejado de expressdo dos transgenes, gerando a necessidade de
consideravel tamanho amostral para que esse objetivo seja atingido, a depender do organismo
alvo. Outra preocupagdo também relevante ¢ quanto ao efeito da inser¢ao do transgene na

expressao dos genes vizinhos € mesmo na expressao gendmica.

Atualmente estdo disponiveis dois pipelines computacionais para identificacdo de
pGSHs. O pipeline de predicdo GSH-1 que segue critérios anteriormente definidos para H.
sapiens (Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012) e também critérios novos (Aznauryan et al.
2022), sao eles: 50 kb de distancia de genes; 300 kb de distancia de oncogenes; 150 kb de
distancia de RNAs longos nao-codantes (do inglé€s, Long non-coding RNAs, IncRNAs) e
transportadores (do inglés, Transfer RNA, tRNAs); 300 kb de distdncia de micro RNAs
(miRNA), teldmeros e centrdmeros; e 20 kb de distancia de regides potenciadoras (do inglés,

enhancers). No mesmo ano, ¢ publicado o software de computador GEG-SH mapper



(Shrestha et al., 2022) para a identificagdo de pGSHs em sitios de inser¢des de elementos
moveis polimorficos (pMEIs) em regides intronicas. Ambos trazem a desvantagem de serem
restritos para o genoma humano, e apesar de apresentarem abordagens diferentes para
identificar tais regioes, ambos ainda tiveram apenas um entre todos os pGSHs identificados

validados completamente.

Portanto, ha necessidade de identificagdo de GSHs que sigam critérios especificos
para os diversos organismos, respeitando as suas particularidades em termos de tamanho do
genoma, incidéncia de elementos repetitivos e essenciais, e alteragdes epigenéticas. Além
disso, rupturas bialélicas geradas pelo direcionamento mediado por endonucleases, como o
sistema CRISPR-Cas9, pode resultar em fenotipos indesejados por mutagao nula homozigota
quando ocorre insercdo em GSH localizado em regido intragénica (Pellenz et al., 2019;
Sadelain; Papapetrou; Bushman, 2012). Levando em consideracdo o contexto apresentado,
bem como a falta de descri¢do na literatura de estratégias consolidadas para realizar buscas
sistematicas em genomas por GSHs, torna-se relevante o desenvolvimento de abordagens
computacionais para caracterizar e identificar estas regides em genomas conhecidos, bem

como derivar regras genéricas visando expandir a aplicagdo para outros organismos.

1.4.  Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae, também conhecida como levedura da cerveja ou de padeiro, foi
domesticada ha pelo menos 5000 anos (Cavalieri et al., 2003) e desde entdo seu genoma tem
passado por intensa selec¢do artificial para a producdo de alimentos e bebidas (pao, cerveja,
vinho e destilados), biocombustiveis, compostos farmacéuticos ¢ um extensa lista de outros
compostos bioquimicos (Nielsen, 2019). Como o primeiro genoma eucaridtico totalmente
sequenciado (Goffeau et al., 1996), essa levedura ¢ um organismo modelo para estudos
moleculares e gendmicos de eucariotos por caracteristicas como: (1) tempo de geragao curto,
(2) alta taxa de recombinagdo homologa, (3) um organismo ndo patogénico e seguro (do
inglés, Generally recognized as safe, GRAS), (4) diversos processos celulares conservados
em relagdo as células humanas (Kachroo et al, 2015), e (5) variedade de ferramentas

disponiveis para sua manipulacdo genética (Guirimand ef al., 2021; Malc1 et al., 2022).

Essa levedura foi previamente utilizada como organismo chassi para producio de

importantes biomoléculas, como nos casos do precursor da droga antimaldria artemisinina
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(Paddon et al., 2013) e de opidides (Galanie et al., 2015). No entanto, mesmo com a
preocupagdo dos pesquisadores em direcionar as inser¢des dos genes da via metabolica dos
opidides em S. cerevisiae para regides gendmicas que atuem minimamente como um GSH, a
baixa titulagdo do produto final tornou a producao economicamente inviavel (Galanie et al.,
2015). Assim, ¢ plausivel que a produgdo poderia ser aumentada pelo direcionamento da
insercdo em locais validados corretamente como GSHs, ja que os autores ndo avaliaram
viabilidade celular e taxa de expressdao dos transgenes inseridos, esses poderiam ser gargalos

para a producdo das biomoléculas de interesse.

Ha aproximadamente uma década, o consorcio internacional do Projeto Genoma
Sintético de Levedura (do inglés, Synthetic Yeast Genome Project, SC2.0) (Richardson et al.,
2017) vém desenvolvendo linhagens celulares contendo um dos cromossomos sintéticos desse
organismo. Em novembro de 2023 esse grupo de pesquisadores atingiu um novo marco, a
criagdo de uma cepa de S. cerevisiae com mais de 50% do genoma composto por DNA
sintético (Zhao et al., 2023), demonstrando o potencial de engenharia gendmica desse
organismo e, portanto, sua continuada importancia como organismo chassi na area de biologia
sintética para producdo de biomoléculas de interesse (Galanie et al., 2015; Paddon et al.,

2013).

Adicionalmente, estudos recentes demonstraram que essa levedura compartilha
diversos processos celulares com o ser humano (Kachroo ef al., 2015) possibilitando que a S.
cerevisiae se tornasse um organismo modelo para estudos de doengas e processos celulares
humanos. Os trabalhos aplicam diversas abordagens com a identificagdo de genes ortdlogos
humanos (Laurent et al., 2020; Steinmetz et al., 2002; Zhang et al., 2003), insercao de genes
humanos relacionados a doengas (Coelho; Pinto; Murray, 2019; Hamza et al., 2015; Sun et
al.,2016) além da humanizacgao de vias metabolicas da S. cerevisiae (Boonekamp et al., 2022;
Garge et al., 2020; Hamilton et al., 2006; Hamza et al., 2020; Lee et al., 2021; Wildt;
Gerngross, 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver um software computacional que permita a identificagdo de GSHs em

diferentes organismos eucarioticos, seguindo critérios especificos e anotacdes gendmicas

curadas dos organismos analisados.

2.2.

Objetivos especificos

Delinear critérios para refinar a identificacdo de sitios de GSHs para a inser¢do

genética.

Escrever o programa computacional em linguagem Python e de facil utilizagdo para

pesquisadores da area.

Avaliar o sistema in silico usando trés modelos eucariotos: Saccharomyces cerevisiae,

Mus musculus € Homo sapiens, com o software desenvolvido.

Realizar a avaliagcdo funcional desses potenciais GSHs (pGSHs) no organismo modelo
S. cerevisiae com a criagao ¢ inser¢ao de BioBricks nos diversos GSHs preditos

permitindo.

Analisar a expressdo génica local de genes vizinhos aos sitios de inser¢ao (QPCR) e

global via RNA-seq.
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3. METODOLOGIA

3.1. Desenvolvimento do software SHIP

O software SHIP foi escrito na linguagem de programacgdo Python 3.9 utilizando
bibliotecas padrdo, o que implica em um processo de instalagao simplificado e na sua

utilizag¢do transparente em multiplas plataformas, como Linux e Windows.

A organizacdo geral em termos de entradas e saidas do software encontra-se delineada
na Figura 3. A entrada consiste no arquivo de anotacdo do genoma do organismo estudado, no

formato GFF3 (do inglés, Generic Feature Format), que € o padrdo em projetos genoma.

Para a identificacdo de GSHs baseada em premissas bioldgicas, uma série de atributos
de anotacdo foram selecionados para direcionar uma busca por regides com um tamanho
minimo (ver abaixo) e desprovidas de genes, mas também que possam albergar contextos
regulatorios, como sitios de ligagdo a fatores de transcri¢do, hipermetilagdo do DNA e estado
de alteragdes da cromatina e histonas, os quais sdo avaliados por meio de informagdes
coletadas nos bancos de dados externo por meio da Interface de Programagdo de Aplicacao
(API) Entrez Programming Utilities (E-utilities) do Centro Nacional de informagdes sobre
biotecnologia dos Estados Unidos (do inglés, National Center for Biotecnology Information,
NCBI) (Sayers et al., 2023), API REST do Ensembl (Martin ef al., 2023) e o UCSC Genome
Browser (Nassar et al, 2023). O software realiza uma analise combinatoria para a
identificacdo de regides intergénicas e direcdo dos genes flanqueadores das mesmas.
Posteriormente, sdo excluidas regides intergénicas que possuem elementos genéticos como
pseudogenes transcritos, elementos de transposicdo, origens de replicagdo, sequéncia de
replicagdo autdénoma, regido telomérica, cassete do tipo acasalamento, repeticdo terminal
longa (do inglés, Long Terminal Repeat, LTR), retrotransposon, centrémero, etiqueta de

sequéncia expressa EST e locais de ligagdo do fator de transcri¢ao previstos.
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Figura 3 - Esquema representativo do software SHIP. Como entrada, foi usado o arquivo em formato de
GFF3 de anotagdo gendomica do organismo alvo. Como op¢do de execugdo pode ser utilizado também um
arquivo de caracteristicas regulatorias, ainda no formato GFF3. Apos a escolha do usuério do tamanho da
regido intergé€nica e da direcdo da transcri¢do dos genes que flanqueiam a regido intergénica, o software
classifica e organiza os genes desde o inicio dentro de cada cromossomo. Em casos de sobreposicdes
completas de genes, o menor gene de sobreposi¢do ¢ excluido. Com a selecdo de cada GSH, hé acesso por
meio da Interface de Programacdo de Aplicagdo (API) Entrez Programming Utilities (E-utilities) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e a API REST do Ensembl, que permite a obtengdo da
sequéncia de nucleotideos de cada regido intergénica e informacdes adicionais sobre seus genes flanqueadores
contidos no proprio Ensembl e em outros bancos de dados. Como arquivos de saida, o algoritmo retorna uma
tabela e um grafico no formato PNG com a distribuigdo de distancias intergénicas € um arquivo em formato
txt com a lista de regides intergénicas e aspectos regulatorios, se houverem.
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Além da localizagdo de componentes relevantes, o software adota uma série de
critérios que permitem ao usudrio refinar a busca por GSHs potenciais (pGSHs). Estes

critérios, bem como a sua justificativa encontram-se listados na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios e justificativas para escolha dos potenciais GSHs (pGSHs) avaliados pelo software
SHIP.

Critérios Justificativa

Tamanho da regido intergénica O usuario pode escolher o tamanho do GSH a ser identificado pelo
software SHIP considerando o tamanho do genoma e densidade
génica do organismo alvo, tamanho do transgene a ser inserido.
Valor padrao: 1500 - 2000 pb.

Orientacdo dos genes flanqueadores dos  Os genes que flanqueiam a regido GSH podem estar in fandem
GSHs (Mesma diregdo), divergentes (Dire¢des opostas com a regido

promotora mais proxima ao GSH), ou convergentes (Regides

terminadoras mais proximas ao GSH). Valor padriao: Convergente.

Distancia dos GSHs de genes Para evitar ou minimizar que a inser¢do de transgenes nos GSHs
flanqueadores considerados essenciais  identificados afete a expressdo dos genes vizinhos, flanqueadores,
para viabilidade celular e de genes levando a fenotipos adversos indesejados, o indicado nessa

codificadores de proteinas relacionados  proposta foi escolher os GSHs que ndo sejam flanqueados por
a cancer (para organismo como humano) esses genes.

Como saida, o software SHIP retorna uma série de relatorios tabulares e graficos com
a distribui¢do de distancias intergénicas e frequéncia de genes vizinhos no genoma analisado.
Um arquivo em formato texto ¢ gerado com a lista de regides intergénicas contendo os genes
flanqueadores, com informacgdes de diferentes bancos de dados e sequéncias FASTA dos
pGSHs. Além disso, se fornecida no inicio, o software retorna a lista das sequéncias
regulatorias que estdo dentro da regido que engloba os pGSHs bem como os genes vizinhos

(Figura 3).
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3.2.  Validacao funcional do software SHIP

3.2.1. Validacao experimental in vivo

Para verificar se os GSHs identificados pelo sofiware SHIP funcionam como um local
seguro para ancoragem de sequéncias de interesse, genes reporteres foram inseridos no
organismo modelo S. cerevisiae (Figura 4). Os critérios de selegdo foram: comprimento do
pGSH (Ex: entre 1 e 1,5 kb); direcdo convergente dos genes flanqueadores a regido; e
filtragem de pGSHs excluindo-se as regides nao-génicas supracitadas. A constru¢do do
cassete de expressdo dos genes reporteres foi feita por meio da estratégia de BioBricks

detalhada a seguir.
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Figura 4 - Visao geral da estratégia do sistema de identificacdo e validacdo funcional de porto seguro
gendmico em eucariotos. A primeira etapa (Design) envolveu o desenvolvimento do Programa de
Identificacdo de Porto Seguro (SHIP), algoritmo para pesquisar portos seguros gendmicos em eucariotos a
partir de dados de caracteristicas gerais. Saccharomyces cerevisiae foi escolhido como organismo chassi para a
validagdo in vivo do SHIP, resultando em sua transformagdo genética com dois BioBricks sobrepostos
compostos pelo gene reporter de fluorescéncia verde ymUKG1 e URA3, como marcador auxotrofico (Teste).
Segue-se a etapa de analise que consiste em PCR e analise de sequenciamento para verificar a correta inser¢ao
dos BioBricks, teste de estabilidade gendmica e andlise fenotipica, como citometria de fluxo, analise de taxa de
crescimento e analise de RNA-Seq e RT-qPCR.

3.2.2. Montagem dos BioBricks

O BioBrick 1 foi composto pela versdio monomérica de um gene codificador de
proteina fluorescente verde derivado de coral (Tsutsui et al., 2008), cédon otimizado para S.

cerevisiae (ymUKG1) (Kaishima et al., 2016), sob controle do promotor constitutivo TEF1. O
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segundo foi o gene marcador auxotréfico URA3 (nome sistematico: YEL021W) do plasmideo
pYC210 (Olesen et al., 2000) com promotor e terminador proprios. Todos os BioBricks foram
amplificados utilizando a Platinum™ Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen,
11304011). A Tabela 2 descreve genes, plasmideos de origem e sequéncias regulatorias, como
promotor ¢ terminador de cada um dos BioBricks usados neste estudo. Tabela 3 e Tabela 4
descrevem os Oligonucleotideos (Oligos) e a programacdo dos ciclos utilizados nessas

reagdes, respectivamente.

Tabela 2. BioBricks utilizados para validac¢ido funcional do software SHIP.

BioBricks Tipo Plasmideo de Origem Promotor Terminador Tamanho Total
ymUkG1 Proteina YCUKGy pTEF1 PGK1t 1402 pb
Fluorescente
URA3 Marca pYC210 pURA3 URA3t 1169 pb
Auxotrofica

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para montagem dos BioBricks.

pGSH Oligonucleotideo Sequéncia

JR-UkKG TCGTAATGATTTTTATAATGACGAAAAAAAAAAAATTGGAAAGAA
AAAGCTGGGCGCGCCTAACGAACGCAGAATTTTCGAG

JF-URA3 TCTATGTTCGGGTTCAGCGTATTTTAAGTTTAATAACTCGAAAATT
CTGCGTTCGTTAGGCGCGCCCAGCTTTTTCTTTCC

2 S2F-UkG AATAAAGTATGTCACTGAATTGAAGACTACTGAACCATGGCAGCT
AATACAATCACGCCCCCCCACACACCATAGCTTCA

S2R-UkG TATTAGGGCCGTCATTACGACTTAAGAGCACTTTGAAATCAGTAC
CCTCTGTTCAACGTGTTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTC

3 S3F-UKG TTGCCTTGGGATGACAAACAGCTGGATATTATTATTATTGGCAGTA
GCCCTAGTATGTTGCCCCACACACCATAGCTTCA

S3R-URA3 AATGTTTATTTGTGCCTTTAGAAACTTTCCCCTTGAGTCCAACGTT
ATAACGTGCCCTCGTTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTC

4 S4F-UkG CTTCGAGAAGGCCATAAAAAGAACCGTGACAGGGCCAAACAGA
AAAATAATGAAGACAAGCCCCACACACCATAGCTTCA

S4R-URA3 AACCCAGAATATTTTCAGTGCAAAAAGCTTCCGATCCTCAAATAC
AGTGAGAGAAAAAGCTTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTC

5 S5F-UkG TTGAACATAACCATGTAACTCTTTTCCCGTCTACTGTTAATCAAGG
GAACATGTTGAAAGCCCCACACACCATAGCTTCA

S5R-URA3 ACGATGTATTACTTAGTGCTCTTTTGTAGCAATAAATTCGCGTGAA
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pGSH Oligonucleotideo Sequéncia

ATACTCAACACATGTTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTC

6 S6F-UkG CTCATAGGCAACCGGTACTTATCATAAGTACGTAATAAGAAAAGT
ATGTCGCAGGACGTCCCCCACACACCATAGCTTCA

S6R-URA3 ATCAGCTTCAGTGCCGATATCCTATCAGGCTCTAGTAGGGCTGAA
AATTAGGTGGAGGCGTTCAATTCATCATTTTTTTTTTATTC

Tabela 4. Ciclo utilizado para montagem dos BioBricks com a Platinum™ Taq DNA Polymerase High
Fidelity.

Fase Temperatura Tempo
Desnaturagio Inicial 94 °C 00:30
Desnaturagao 94 °C 00:30
35 Anelamento 55°C 00:30
Extensdo 68 °C 1 min/kb
Extensdo Final 68 °C 10:00
Espera 4°C 0

A insercdo dessas sequéncias no genoma de S. cerevisiae foi realizada por
recombinacdo homologa direta. Para tanto, foi necessario incorporar 60 pb na regido 5’ de
sequéncia homologa a regido do pGSH no transgene codificador de ymUKG1 e também 60
pb na regido 3’ de sequéncia homdloga ao cassete de expressdo da marca de selecdo. A
incorporagdo das sequéncias de homologia foi realizada com diferentes oligonucleotideos
iniciadores para formacdo do primeiro BioBrick. O segundo BioBrick foi obtido a partir de
amplificagdo por PCR de sequéncias de sele¢do, como o marcador auxotréfico URA3. Essa
sequéncia também foi amplificada com o uso de oligonucleotideos iniciadores diferentes,
cada um contendo 60 pb de sequéncia homologa ao transgene e a regiao do pGSH, 5’ e 3°,

respectivamente. A Figura 5 descreve a estratégia de montagem dos dois BioBricks.
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Figura5 - Representacdo esquematica da estratégia de montagem dos BioBricks utilizados para
transformacio genética de S. cerevisiae. O primeiro BioBrick foi obtido a partir de amplificagdo do cassete
de expressdo do gene codificador de ymUKG1 (UkG) com oligonucleotideos que apresentam 60 pb de
homologia com o 5’ pGSH e com o cassete de expressdo da marca de selegdo, representado por ranhuras
verticais. O segundo BioBrick foi amplificado para conter o cassete de sele¢do flanqueado por 60 pb de
sequéncia homoéloga (ranhuras verticais) ao cassete de expressdo de UKG e ao 3’ do pGSH.

3.2.3. Purificacdo e concentracdo dos BioBricks

As reagdes de de PCR foram diretamente purificadas e concentradas utilizando o
ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System (Promega, A2893) seguindo o
protocolo do fabricante. Varias replicatas de um mesmo BioBrick foram concentrados em
conjunto no Speed Vacum, quantificados no espectrdmetro NanoDrop™ OneC (Thermo
Fisher Scientific, EUA) e visualizados em gel de agarose 1% para verificar integridade,

tamanho e corroborar quantificagao.

3.2.4. Transformacdo genética

Os BioBricks foram montados por recombinagdo homdloga in vivo através da
transformacgdo celular da cepa S. cerevisiae BY4741 (MATa, metlSA, his3A, ura3A, leu2A)
(Brachmann et al., 1998) oriunda do Arquivo Europeu de Saccharomyces cerevisiae para
analise funcional (do inglés, European Saccharomyces cerevisiae Archive for Functional

analysis, EUROSCARF) utilizando o método de transformagdo de alta eficiéncia por
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eletroporacdo com acetato de litio (Becker; Guarente, 1991) e a transformagao
LiAc/SS-DNA/PEG (Gietz et al., 1995) com as modificagdes descritas por (Annaluru et al.,
2014).

3.2.5. Extragdo de DNA gendmico

Extracdo do DNA genomico foi realizada utilizando o Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, A1120) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os seguintes
passos foram otimizados: células cresceram por 20 horas em 1,1 mL de meio YPD (do inglés,
yeast extract peptone dextrose) em Placas de 96 pogos de pogo profundo; 30 uL de Lysing
Enzymes from Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich, EUA) na concentragdo inicial igual a
20 mg/mL foi adicionado inicialmente para ruptura de parede celular; ao final as amostras

foram ressuspensas em 30 uL de Agua MilliQ.

3.2.6. Identificagdo dos clones com inser¢ao correta

Para identificagdo dos clones com a inser¢ao correta dos BioBricks, 48 transformantes
foram selecionados ao acaso para a extracao do DNA genomico e a amplificacdo completa do
inserto foi realizada com a GoTag® G2 DNA Polymerase (Promega, M7841) utilizando
oligonucleotideos que se anelam na regido gendmica fora da area de recombinacdo homodloga
(Oligonucleotideos genomicos). Tabela5 e Tabela 6 apresentam os oligonucleotideos

utilizados neste estudo e as condi¢des de amplificagdo por PCR, respectivamente.

Tabela 5. Oligonucleotideos gendomicos utilizados para identificacdo dos clones com insercio correta dos

BioBricks UKG e URA3 em cada pGSH.

pGSH Oligonucleotideo Sequéncia Tamanho Amplicon
2 gS2-R AGGCTCTGTGTACACTCTACAGCCG 3047 pb
gS2-R AGGCTCTGTGTACACTCTACAGCCG
3 gS3-F GCCTGCATTTGGAAACCTGCTGCG 2930 pb
gS3-R CATTGGCTGACGTCGCGCTTTCC

4 gS4-F GATGAGACCTGCAAGGATTTCTGTGTGAGG 3009 pb
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pGSH Oligonucleotideo

Sequéncia

Tamanho Amplicon

2S4-R ACTGAAAACTCCGCTACCTGCTGTAACAGC

5 gS5-F TCCAATTGATTGTGCAACAGTTTGATCTTCC 2970 pb
gS5-R GTGTCAAGATATTCGCAGCAGCCAC

6 2S6-F CCTCTCAAATAAGTGGCGCAGATGCTCTAG 3235 pb
2S6-R ACCTGAGAGCTCCGATGATGAACTACC

Tabela 6. Ciclo utilizado para identificacio dos clones com insercido correta com a GoTaq® G2 DNA

Polymerase.

Fase Temperatura Tempo

Desnaturagao Inicial 95 °C 02:00

Desnaturagao 95 °C 00:30

45x Anelamento 55°C 00:30
Extensdo 72 °C 1 min/kb

Extensdo Final 72 °C 05:00

Espera 4°C o0

3.2.7. Sequenciamento

Para as amostras com inser¢do correta, foi realizado replicatas de PCR com a

Platinum™ Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, EUA), oligonucleotideos

gendmicos (Tabela 5) e ciclo apresentado na Tabela 4 seguindo orientacdes do fabricante. Em

seguida as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% para confirmar

tamanho do amplicon e separar possiveis amplificagdes inespecificas ou parciais. As bandas

de tamanho esperado foram cortadas do gel ¢ 0 DNA purificado seguindo os mesmos passos

do item 3.2.5. O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado pela ACTGene

Andlises Moleculares (Rio Grande do Sul, Brasil) com o equipamento 4B 3500 Genetic

Analyzer (ThermoFisher, EUA).
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3.2.8. Estabilidade genomica dos pGSH

A analise de estabilidade genomica das regioes pGSHs apos inser¢cao de BioBricks foi
realizada utilizando o método de passagem celular continua (Annaluru et al., 2014). As
colonias foram inicialmente inoculadas em 5 mL de meio YPD e cultivadas durante a noite.
Em seguida, 5 pL de cada cultura foram transferidos para um meio YPD fresco de 5 mL. Esse
ciclo se repetiu durante dez dias. Posteriormente, as células foram plaqueadas em YPD e
cinco clones foram selecionados aleatoriamente e analisados por PCR utilizando os
oligonucleotideos genomicos para amplificacio completa do inserto. Feito em triplicata

bioldgica para os trés clones de cada linhagem pGSH.

3.2.9. Analise do acimulo das proteinas reporteres e taxa de crescimento

Para cada uma das 5 linhagens celulares contendo os BioBricks no pGSH selecionado,
o acimulo da proteina UkG]1 foi analisado por citometria de fluxo utilizando o citometro BD
FACSVerse™ Cytometer (BD Biosciences, EUA), configuragdao 4-Blue 2-Red (ROU) e fluxo
entre 500 e 900 eventos por segundo. Células foram pré-inoculadas em 5 mL de YPD, e
incubadas durante a noite a 30 °C a 200 rpm. Depois do crescimento, as células foram
indculadas em 20 mL de YPD em frascos de Erlenmeyer de 125 mL com ODy, inicial de 0,1.
Em cada etapa de 0, 2, 4, 6, 12, 24 e 36 horas, as linhagens foram avaliadas quanto ao perfil
de crescimento com medigdo da ODy, utilizando 1 mL de cultura com o espectrometro
NanoDrop™ OneC. Para aferir ODg,, maiores que 3, amostras foram diluidas 10x com agua
destilada. 1 x 10° células foram coletadas, fixadas com formaldeido 4% e solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS, do inglés, Phosphate-Buffered Saline) por 30 minutos a
temperatura ambiente e armazenadas em PBS 1% a 4 °C até o uso. Analises no citdmetro
ocorreram no mesmo dia de fixagdo ou em até 2 dias seguindo os parametros da Tabela 6.
Cada ensaio foi realizado em triplicata técnica e bioldgica com analise de 25.000 eventos. Os
dados foram processados utilizando o software FlowJo™ v.10.9.0 (BD Biosciences, EUA).
Amostras passaram pela analise do FlowAlI (Monaco et al., 2016) para selecionar os eventos
com padrdes SSC-A/FSC-A compativeis com células vidveis, em seguida células com
padroes FSC-H/FSC-A de células unicas e ndo sobrepostas foram analisadas quanto a
deteccao de fluorescéncia pelo canal FITC-A. Uma vez determinado essas portas de analise,
todas as amostras foram selecionadas e processadas sob mesmas portas na mesma area de

trabalho.
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3.2.10. Extra¢ao de RNA total

Para cada uma das 5 linhagens celulares obtidas, um clone de cada foi selecionado
para a extracdo de RNA total em replicatas bioldgicas realizadas em dias independentes. As
células foram cultivadas em 20 mL de YPD em frascos de Erlenmeyer de 125 mL por 16
horas. Em seguida, 2 mL de cada cultivo foram utilizados para extragdo de RNA total com o
RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, 74034), seguindo as instru¢des do fabricante. Os RNAs
extraidos foram quantificados com o Qubit 2.0 Fluorometer (ThermoFisher, EUA), apds uma
verificagdo de qualidade usando eletroforese € o 2/00 Bioanalyzer (Agilent, EUA). Por fim,

foi realizada uma andlise de pureza com o NanoDrop para detectar possivel contaminacao de
DNA.

3.2.11. Quantificacao de transcritos via RT-qPCR

A quantificacdo de transcritos foi feita utilizando a técnica de PCR quantitativo
(qPCR) associado a transcrig¢ao reversa (RT-qPCR). A biblioteca de cDNA foi montada com o
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814). Foram
usados oligonucleotideos aleatdrios e 2 pug de cada amostra de RNA, seguindo o protocolo do
fabricante. O cDNA foi diluido 10X e 2 pL dessa diluicdo foram usados para cada reagao de
qPCR em um volume final de 10 pL.

Foi incluido um controle negativo para cada gene analisado (NTCs). As reagdes de
qPCR foram realizadas com o SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
4309155), seguindo as instru¢des do fabricante no QuantStudio 3 Real-Time System (Thermo
Fisher Scientific, A28567). As réplicas foram executadas na mesma placa para cada amostra
e, para evitar diferencas sistematicas no procedimento de PCR, as amostras foram distribuidas
aleatoriamente na placa. Os genes ACT1, ALGY9 e TAF10 foram usados como controles
internos para normalizar os dados (Teste ef al., 2009). O valor Ct foi usado para estimar a
especificidade dos produtos amplificados. Os oligonucleotideos usados para analisar a
expressao dos genes flanqueadores de cada pGSH e as condi¢des de ciclo estdo listados nas

Tabela 7 e Tabela 8, respectivamente.
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Tabela 7. Oligonucleotideos utilizados para analise de expressdo génica por RT-qPCR.

pGSH Gene Oligo Sequéncia Amplicon  Referéncia
Vizinho
2 PUGI PUG1-S2F GCAACTAAAAATCACACCCACAGT 83 pb Protchenko et
PUG1-S2R TCCCGATATACCCGACAGCTT al., 2008
YER186C  YER-S2F TGCCTTCCGCACTAAGAAGC 137 pb Este Trabalho
YER-S2F TGAAACCGTCGCACTCTCC
3 YHLO041W  YHL-S3F CCGTTCTAGAGAAACTGCCGC 141 pb Este Trabalho
YHL-S3R TTGCAGAAACGATAGACCGCA
ARNI ARNI-S3F AACCCATCAAAAGGACACCA 100 pb Demuyser et
ARNI1-S3R TTGAAGGGCCAGAAGTCCTA al., 2017
5 COS9 COS9-S5F TGTGGGGGAGGTTTTCTCCT 121 pb  Este Trabalho
COS9-S5R TCGCACCACTTTCTTGCTCA
SRY1 SRY1-S5F ATATGTGCTCCGTAACCGGC 118 pb Este Trabalho
SRY1-S5R ACCATGCACAGGCTATTGCT
6 ULSI1 ULS1-S6F AGAACCAGAAGCGATGTCCG 131 pb Este Trabalho
ULS1-S6R GGATAGCAAATGCCCCACCT
THI72 THI72-S6F GCCGACCTTCCAGTCATAGC 136 pb Este Trabalho
THI72-S6R GTGGATAGGCGGTTCGTCTG
BioBricks UkG UkG-SF GAAGTGGGAACCATCCACCG 96 pb Este trabalho
UkG-SR TGATGACCACCACCTTCCAAC
URA3 URA3-SF TGTCGCTCTTCGCAATGTCA 139 pb  Este Trabalho
URA3-SR GTTAGCGGTTTGAAGCAGGC
Genes ACTI ACTI-SF GTTACGTCGCCTTGGACTTC 125 pb Holmes et
endogenos ACTI1-SR TGGGGCTCTGAATCTTTCGT al., 2015
ALG9 ALG9-SF AATCAAGGTGGTGTGAAGGCAC 91 pb Bosio et al.,
ALG9-SR GATTATCTGGCAGCAGGAAAGAAC 2017
TAF10 TAF10-SF ATATTCCAGGATCAGGTCTTCCGTAGC 141 pb Ottilie et al.,

TAF10-SR  GTAGTCTTCTCATTCTGTTGATGTTGTTGTTG 2022
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Tabela 8. Ciclo utilizado para analise de expressio génica por RT-qPCR com o Syber Green Master Mix.

Fase Temperatura Tempo

Ativagdo Polimerase 95 °C 10:00

Desnaturagao 95°C 00:15

40x

Anelamento & Extensdo 60 °C 01:00

Desnaturagao 95 °C 00:15

Curva de Dissociagdo Anelamento 60 °C 01:00

Dissociacao 95 °C --

A analise de expressdo relativa dos genes candidatos foi obtida pelo software
Biogazelle gBase+ 3.0. A normalizacdo da expressao génica foi realizada utilizando os genes
referéncia mais estaveis determinados pelo algoritmo geNorm (Vandesompele et al., 2002). O
geNorm foi empregado para calcular a variagdo pareada (Vn / n +1) entre cada gene de
referéncia, para indicacdo do numero 6timo de genes de referéncia para normalizacdo da
expressao génica. Os resultados de expressao relativa foram analisados utilizando o programa
RESTO 2009 (do inglés, Relative espression programa tool) (Pfaffl; Horgan; Dempfle, 2002)
e a analise de variancia (ANOVA) para comparar as diferencas entre as médias e gerar um

nivel de significancia entre os grupos.

3.2.12. RNA-Seq

O experimento de RNA-Seq de cada uma das linhagens pGSHs e BY4741 foi
realizada pela GenOne Solug¢des em Biotecnologia (Rio de Janeiro, Brasil) usando o NovaSeq
6000 Sequencing System (Illumina, EUA). Todas as analises foram realizadas utilizando o

genoma de referéncia de S. cerevisiae S288C.

Para controle de qualidade das sequéncias, fragmentos suscetiveis a alinhamentos
incorretos foram eliminados com o limite Q30 e utilizando o software fastp (Chen et al.,
2018). O mapeamento foi feito com o software STAR (Dobin et al., 2013) e o software
htseq-count (Anders; Pyl; Huber, 2015) foi utilizado para contar o numero de leituras
associadas a cada gene resultando em um arquivo tabular contendo o cédigo correspondente a

regido ou gene, juntamente com a quantidade de leituras para cada amostra.
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As andlises foram iniciadas no ambiente R (R: The R Project for Statistical
Computing) com as bibliotecas edgeR (Robinson; McCarthy; Smyth, 2010), DESeq2 (Love;
Huber; Anders, 2014) e pheatmap (Kolde, 2012). As amostras foram filtradas com valor de
estatistica p < 0,05 e submetidas a normalizacdao. Os dados foram visualizados (Heatmaps e
PCAs) utilizando a biblioteca ClustVis (Metsalu; Vilo, 2015) e os Volcanos Plots com ggplot2
(Wickham, 2016), com limite de log,FC + 0,6 ¢ FDR < 0,001 para destacar as diferencas
significativas. Analise de enriquecimento do conjunto de genes diferencialmente expressos e
compartilhados entres todas as linhagens pGSHs foi realizada utilizando o programa
g:Profiler (g:Profiler — a web server for functional enrichment analysis and conversions of
gene lists, [s. d.]; Kolberg et al., 2023). Foi utilizado o Limite de significancia de

Benjamini-Hochberg FDR com limite de significancia de 0.01.
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4. RESULTADOS

4.1. Implementacio do SHIP e avaliacao geral dos critérios de selecio de GSHs

Em uma visdo geral, a estratégia do algoritmo do software SHIP para identificacao de
pGSHs consiste na execugao de 5 etapas principais. O SHIP (1) Seleciona e organiza os genes
dentro de cada cromossomo; (2) Monta tabela e grafico com a distribuicdo das regides
intergénicas do genoma alvo; (3) O usudrio seleciona a orientagcdo dos genes flanqueadores e
a variagdo de comprimento dos pGSHs; (4) Acesso a bancos de dados externos (UCSC
Genome Browser, NCBI e Ensembl) para obtencdo de informagdes cruzadas; e (5) Geragao da
lista com informagdes detalhadas de cada pGSH e dos genes vizinhos, bem como sua
sequéncia FASTA. Baseado nos critérios descritos para selecdo de GSHs em diferentes
organismos, SHIP leva em consideragdo apenas regides intergénicas, a orientacdo dos genes
vizinhos e a utilizagdo da densidade gendémica do organismo alvo como parametros para a

escolha do comprimento em pb do GSH.

Os requerimentos bésicos para a execucao do software SHIP sdo: a disponibilidade de
um genoma completo, preferencialmente com poucas lacunas de montagem, e de uma
anotacdo gendmica de alta qualidade, incluindo regides codificadoras e nao-codificadoras de
proteinas, como RNAs nao-codificadores e elementos transponiveis. O tempo de execugdo
varia de acordo com o tamanho do genoma a ser analizado, da qualidade da internet e do
trafico de acesso aos bancos de dados externos. Assim, entre os organismos analisados nesse
estudo, nenhuma execu¢do durou mais que 10 minutos utilizando um MacBook Pro 2015,
sistema operacional macOS, processador Intel Core i5 ¢ 8§ GB de memodria RAM (do inglés,
Random Access Memory). Vale ressaltar que o SHIP pode ser executado em computadores de

uso cotidiano.

4.2. SHIP identifica potenciais GSHs em genomas de eucariotos usando dados de

caracteristicas gerais

Este trabalho avaliou os genomas de trés organismos eucaridticos modelos:
Saccharomyces cerevisiae (R64), Homo sapiens (GRCh38) e Mus musculus (GRCm38), que

foram escolhidos devido a sua importancia para a industria, saude e pesquisa académica.
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Primeiro, seus genomas foram analisados pelo software SHIP, em seguida uma verificagdao
manual das regides genomicas de saida (pGSHs) foi realizada em navegadores de banco de
dados genomicos para validar in silico os resultados gerados. Vale destacar que o algoritmo
trata 0 genoma como um conjunto de partes anotadas e, como ndo faz nenhuma previsao ou
analise a priori com base na sequéncia de DNA, a precisao da analise dependera da qualidade
da anotacdo do gendmica alvo. Como critério candnico para selecdo de candidatos a GSH,
todos os GSHs identificaveis sdo regides intergénicas, ou seja, entre dois genes. Os demais
critérios podem, e devem, ser gerenciados para se adequarem as especificacdes bioldgicas do

genoma do organismo alvo e das necessidades de cada usuario (Figura 6).
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Figura 6 - Histograma da distribuicAo genémica das regides intergénicas e ideograma da localizacio
genomica dos pGSHs identificados. Histograma com a distribuigdo genémica com o comprimento em pb das
regides intergénicas entre as trés disposi¢des possiveis dos genes flanqueadores e ideograma com a localizagdo
gendmica dos pGSHs identificados pelo SHIP considerando genes flanqueadores convergentes dos organismos
alvo a) Saccharomyces cerevisiae (R64), b) Homo sapiens (GRCh38.p13) e ¢) Mus musculus (GRCm38.p6).
Setas vermelhas indicam a posi¢do gendmica de cada pGSH. Ideogramas gerados com a biblioteca JavaScript
para visualizag¢@o de cromossomos Ideogram.js (Weitz, 2023).
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Neste contexto, a orientacdo dos genes vizinhos e o comprimento da regido em pares
de base sdo escolhas do usuério. Como os genomas eucaridticos apresentam uma ampla gama
de tamanho e distribuicdo génica, o comprimento do GSH deve mudar de acordo com o
organismo alvo. Assim como a inser¢ao de transgenes em GSHs muito curtos poderia levar a
interferéncia na expressdo génica da regido vizinha, GSHs muito longos poderiam conter
genes ou outras partes genéticas ndo caracterizadas. Para reduzir esses eventos indesejados,
foi estabelecida uma faixa de comprimento de GSH dependendo da distribuicdo média dos

genes do organismo, desconsiderando os centromeros e telomeros (Arras et al., 2015).

Para exemplificar os critérios de selecdo de tamanho, no caso do genoma de S.
cerevisiae, que possui em média 1 gene a cada 1.728 pb, a faixa escolhida para identificagao
de GSH foi entre 1.200 e 1.700 pb. De acordo com a Figura 6a é possivel observar que a
maioria das regides intergénicas possuem menos de 1 kb de comprimento e com a maioria dos
genes com orientagdo em tandem. Dessa maneira a faixa de tamanho escolhida é maior que a
maioria das regides intergénicas e apesar de eliminar diversos GSHs potenciais, minimiza

possiveis perturbacdes na expressao génica de genes vizinhos.

Para a execugdo do software SHIP, além do arquivo com as anotagdes gendomicas do
organismo alvo no formato padrdo para anota¢do gendmica (GFF3), sdo também necessarios
dois arquivos auxiliares contento a qualidade da anotacdo e detalhes gendmicos de cada
organismo (Features e Tracks), para expandir o escopo do algoritmo e permitir flexibilidade
de selegao com base na necessidade do usuario. Ambos os arquivos estao em formato JSON
(do inglés, JavaScript Object Notation) e podem ser editados pelo usuario. O primeiro
arquivo, denominado Features, indica os tipos de atributos gendmicos que serdo considerados
pelo SHIP para a analise e busca de pGSHs. O segundo arquivo denominado 7racks indica os
atributos gendmicos que serdo pesquisados dentro de cada regido intergénica de cada
candidato a pGSHs. Essa verificagdo ¢ de carater eliminatério, ou seja, regides que

apresentarem tais atributos serdo eliminadas da lista final de pGSHs.

Para o genoma da levedura, o arquivo Features cobriu os seguintes atributos: genes,
RNA nao-codificador (do inglés, Non-coding RNA, ncRNA), pseudogenes, centromeros,
telomeros, repeticdo terminal longa (do inglé€s, Long Terminal Repeats, LTR), elementos
genéticos moveis, origens de replicagdo, elementos transponiveis e regides de recombinacao
meidtica. O conteudo do arquivo Tracks foi: sequéncias de replicagdo autonoma, regides

teloméricas, cassetes de acasalamento, LTR, retrotransposons, origens de replicagdo,
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centromeros, mRNA, marcador de sequéncia expressa (do inglés, Expressed Sequence Tag,

EST) e locais de ligacdo dos fatores de transcricao.

O algoritmo forneceu um arquivo de texto listando seis pGSHs distribuidos por cinco
cromossomos de levedura (Tabela 9, Figura 6b). Primeiramente, pode-se observar que na
maioria dos cromossomos nao foram identificados sitios que acomodariam GSHs de acordo
com os critérios estabelecidos, o que na realidade seria esperado e que ja foi observado em
outros organismos, a exemplo de humano e camundongo (Aznauryan et al., 2022; Clark;
Dinsmore; Soriano, 2020). Também pode-se verificar que a maioria dos pGSHs encontram-se
nas extremidades dos cromossomos (Figura 6b). O Apéndice A contextualiza as pGSHs em

termos dos respectivos genes vizinhos bem como sua anotagao.

Tabela 9. Coordenadas gendmicas, genes vizinhos e tamanho dos pGSH identificadas pelo SHIP em S.
cerevisiae.

pGSH Chromossomo Coordenadas Genes flanqueadores Comprimento
1 I 807.106 - 808.599 MAL32 - YBR300C 1.494 pb
2 \Y% 560.366 - 561.704 PUGI - YER186C 1.339 pb
3 VIII 17.842 - 19.087 YHLO041W - ARN1 1.246 pb
4 VIII 293.438 - 294.668 YHRO95W - HXTS 1.231 pb
5 XI 15.709 - 17.358 COS9 - SRY1 1.650 pb
6 XV 697.335 - 698.767 ULS1 - THI72 1.433 pb

Em humanos e camundongos, o SHIP identificou 16 e 11 pGSHs, respectivamente
(Figura 6b e 6¢c; descricdo nos Apéndices B e C). Para organismos multicelulares, juntamente
com a lista pGSH, o algoritmo também retornou um arquivo de texto com variagdes de
caracteristicas regulatorias de cada pGSH registradas em cada tipo de célula para uma
determinada espécie. Todas as regides foram revisadas manualmente, confirmando as

funcionalidades e os critérios estabelecidos pelo algoritmo.
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4.3. Geracao de linhagens individuais de S. cerevisiae contendo os BioBricks em cada

GSH

Por ser um organismo chassi, S. cerevisiae foi selecionado para a validagdo in vivo dos
pGSHs identificados pelo software SHIP. Devido a relativa proximidade com uma regido
telomérica, o pGSH 1 foi descartado para prosseguir para analise experimental, e portanto,
cinco pGSHs foram selecionados. Vale ressaltar que no ideograma da Figura 6a os pGSHs-2,
3 e 5 estdo representados em escala proximos aos telomeros, enquanto a distancia do pGSH-1

até o telomero ¢ de 4.5 kb, os outros pGSHs tem no minimo 15 kb de distancia.

Com bragos de homologia de 60 pb para os pGSHs e sobrepostos entre eles, os
BioBricks (ymUKGI1 e URA3) foram direcionados o mais centralmente possivel dentro de
cada pGSH para reduzir a probabilidade de perturbagdes na expressao de genes
flanqueadores. Além disso, foram selecionados locais dentro de cada pGSH com marcas
epigendmicas favoraveis, como a presen¢a de H3K4me3 e locais hipersensiveis a DNase I (do
inglés, DNase I Hypersensitive Sites, DHSs) que indicam cromatina aberta, com a perspectiva

de melhorar a eficiéncia de inser¢ao e de expressdo desses transgenes.

Os BioBricks utilizados para transformagdo genética de S. cerevisiae foram usados
como partes separadas de DNA, simulando as abordagens de montagem usadas para construir
vias metabdlicas e circuitos genéticos em organismos hospedeiros. Andlises de PCR com
oligonucleotideos genomicos flanqueando os locais de inser¢do indicaram os transformantes
com inser¢ao putativa correta dos BioBricks (Figura 7), gerando as linhagens com inser¢ao de
ymUKG1 e URA3 no pGSH-2 (S2U), pGSH-3 (S3U), pGSH-4 (S4U), pGSH-5 (S5U) e
pGSH-6 (S6U). Trés clones de cada linhagem foram selecionados e seu DNA foi sequenciado
para confirmar a inser¢do adequada. Cada clone pGSH apresentou a inser¢do exata do sitio
(Figura 8), validando-os para continuar a analise funcional dessas regides putativas como
locais genOmicos seguros. As proximas etapas investigaram os critérios genomicos,

fenotipicos e de expressdo gendmica necessarios para considerar um local gendmico como

GSH.
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a. S2U b. S3U

c. S4U d. S5U

~
LB

e. S6U

Figura 7 - Identificacdo dos clones com inser¢io correta na regiio de cada pGSH por anailise de PCR.
Clones com amplicon de tamanho aproximado de 3 kb, amplificado com oligonucleotideos gendmicos que
flanqueiam a regido de inser¢ao dos BioBricks, indicam inser¢ao correta no a) pGSH-2, b) pGSH-3, c) pGSH-4,
d) pGSH-5 e tultimo clone do e) pGSH-6. Nos dois primeiros clones pGSH-6 com oligonucleotideo reverso
complementar a sequéncia codificadora do gene UKG (Amplicon de 1.5 kb) ao invés de complementar a regido
gendmica flanqueadora. Gel de agarose 1% com brometo de etidio e marcador molecular 1 kb Plus.
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Figura 8 - Sequenciamento de Sanger dos clones demonstrando insercio correta na regido de cada pGSH
nas 5 linhagens. a) S2U, b) S3U, c) S4U, d) S5U e e) S6U. Alinhamento multisequéncia foi realizado com o
programa MAFFT v7 (Katoh; Standley, 2013) utilizando os seguintes parametros: Penalidade de abertura de
lacuna de 1,53; Penalidade de extensdo de lacuna igual a 0 e a funcdo de ajuste rapido de diregdo habilitado.

4.4. GSHs identificados apresentam estabilidade genomica ao longo de 10 dias sem

afetar o crescimento da levedura

Uma das caracteristicas primordiais de um GSH ¢ a sua capacidade de manter a
inser¢do exogena através das geracdes sem interferéncia no crescimento celular. Usando o
experimento proposto por Annaluru et al. (2014), as cinco linhagens de leveduras foram
cultivadas em YPD liquido por dez dias continuamente, e a presenga dos BioBricks dentro de

cada GSH foi verificada por PCR utilizando oligonucleotideos gendmicos.

Todos os pGSHs apresentaram estabilidade gendmica ap6s 10 dias de cultivo continuo
(Figura 9), pois todos os 3 clones de cada linhagem apresentaram amplicons de

aproximadamente 3 kb, condizente com a inser¢ao dos dois BioBricks usados nesse estudo.
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Figura 9 - Teste de estabilidade gendomica de cada pGSH apés 10 dias de cultivo continuo. Analise de
PCR realizada com oligonucleotideos genomicos que flanqueiam cada pGSH nas 5 linhagens a) S2U, b) S3U,
¢) S4U, d) S5U e e) S6U, seguida por eletroforese em gel de agarose 1% obtendo amplicons de
aproximadamente 3 kb, tamanho esperado considerando a inser¢do dos dois BioBricks utilizados neste
estudo. Cinco clones de cada triplicata bioldgica e técnica foram analisados, totalizando 30 clones. Os 3 géis
das triplicatas estdo um abaixo do outro. Gel de agarose 1% com brometo de etidio com marcador molecular

1 kb Plus, aplicado 1 ou 2 vezes.
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A curva de crescimento para cada uma das 5 linhagens pGSH revelou um perfil de

crescimento semelhante entre elas, mas diferente ao controle (BY4741 nao transformado)

apos 36 horas de cultivo em meio YPD (Figura 10). As taxas de crescimento calculadas

variaram entre 0,35 e 0,39 para as linhagens pGSHs e 0,30 para o controle indicando

diferenca detectavel de valor adaptativo entre eles, sendo mais altas para as linhagens onde a

prototrofia de uracila foi restaurada.
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Figura 10 - Curva de crescimento para cada linhagem pGSH. Curvas apresentam a média e os desvios padroes
das curvas de crescimento medidas em 0, 2, 4, 6, 12, 24 ¢ 36 horas com uma ODy, inicial de 0,1 de cada linhagem
a) Média dos trés clones de cada linhagem, b) S2U, c¢) S3U, d) S4U, ¢) S5U e f) S6U. A cepa BY4741 foi
utilizada como controle e ensaios feitos em triplicatas técnicas e bioldgicas realizadas em trés dias independentes.
Tragos apos a identificagdo da cepa indicam o ntimero do clone.



35

4.5. Validacao funcional das linhagens celulares por citometria de fluxo

Utilizou-se a citometria de fluxo para confirmar a presenca da proteina codificada pelo
gene reporter em nivel populacional para cada uma das 5 linhagens pGSH. A fluorescéncia
média no comprimento de onda emitido pela proteina reporter codificada pelo gene ymUKG1
foi detectavel em 90% da populacdo (Figura 11a). Esse percentual foi alcangado e mantido
nas primeiras duas horas até as 36 horas de crescimento. Nenhuma variacdo percentual
detectavel foi observada na populacdo fluorescente nos diferentes horarios de cultivo e entre
os pGSHs (Figura 11b), indicando que cada linhagem ¢ capaz de expressar € manter a

expressao do transgene.

a.
2 hrs 4 hrs 6 hrs 12 hrs 24 hrs 36 hrs
250K
ook . [0,07% 0,02% 0,00% 0,00% 0,03%
150K By
100K
SOK | 4
NE
250K
200K
150K S2U
100K
50K .
0L ‘_w . :. e . i} ;
250K
00K 99,7% 99,8%; 99,9%
150K i i S3U
100K
50K
0
FSC-H
250K 4 9
200K 99.1% 99,3% ; 100,0% | 99,9%,
150K 4 2 | S4U
100K 1
50K
0
250K k) E
200K 99,8%. 97,4%. | | 99,1%, | | 99,9%.
; _ ' S5U
98,7% | |
2
ﬁ 1 SeuU
o d
0 1010 100 0 0




36

on
¢]

S 100 < 100

< L G O =Ll 00—

(] -

£ 903 = s2Uu £ 9?:‘I . S2U-13
N

2 I =S 3 == S2U-16

s oS S = S2U-59

&= =

S mm S5U o

g - SeU g

H 3

& o & o-

0 2 4 6 12 24 36 0 2 4 6 12 24 36
Tempo (h) Tempo (h)

d. e.

3100 < 100

s Lt = s UEMWNW0N =

HE i m S3U37 £ 90 = S4U6

§ = S3U41 § B S4U-16

H M S3U44 ©

=] =]

= =

o (]

3 ]

Qo Q.

g o & o

0 2 4 6 12 24 36 0 2 4 6 12 24 36
Tempo (h) Tempo (h)

—n
ae

ST e E W0 e
£ u i1 = souss £ sl Wil iii il li o
§ = S5U-65 § mm S6U-15
§ = S5U-66 g = S6U-36
= [

(] o

a =

£ o § 0-

0 2 4 6 12 24 36 0 2 4 6 12 24 36

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 11 - Validacdo funcional das linhagens celulares por citometria de fluxo realizada em triplicata
técnica e biolégicas em trés dias independentes. a) Imagem representativa da distribuicdo de citometria de
fluxo das cinco linhagens de células pGSH medidas em 2, 4, 6, 12, 24 e 36 horas; S2U, S3U, S4U, S5U e S6U;
BY4741 (By) foi usado como controle. Graficos mostrando a média e o desvio padrdo da porcentagem de células
com expressdo de ymUKG]. (b) Todas as linhagens, (c) S2U, (d) S3U, (e) S4U, (f) S5U e (d) S6U.

4.6. Analise da expressiao dos genes vizinhos aos GSHs

Umas das caracteristicas fundamentais de um GSH também ¢ sua capacidade de
aporte do transgene sem a interferéncia da expressdo local do genoma hospedeiro.
Comegando pela regido diretamente em contato aos GSHs (Genes Vizinhos), a técnica de
RT-qPCR foi realizada para verificar a expressdao do transgene e possiveis perturbagdes da

expressao dos genes vizinhos a nivel transcricional. Os resultados demonstram acumulo do
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transcrito do gene ymUKG] para todas as linhagens celulares pGSHs. Ao se analisar todos os
genes vizinhos individualmente para todas as linhagens, quatro genes apresentaram uma
variagdo persistente da expressao em todas as linhagens celulares pGSHs. Esses genes sdo:
PUGTI (Vizinho do pGSH 2), YHL041W (pGSH 3), YHR095W (pGSH 4) e COS9 (pGSH 5).
Tal padrao de expressdo sugere uma variagdo nao correlacionada com a localizagdo de cada
GSH nas expressoes génicas (Figura 12). Notavelmente, conforme descricao presente na lista
de pGSHs resultante do software SHIP (Apéndice D), os genes PUGI e COS9 codificam
proteinas de membrana envolvidas no transporte de protoprofirina’heme e na renovagao de
proteinas de membrana, respectivamente. YHLO41W ¢ uma ORF ndo caracterizada que
codifica uma proteina hipotética, ¢ YHRO95SW ¢ um quadro de leitura aberto ndo

caracterizado funcionalmente.
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Figura 12 - Dinamica de expressao dos genes vizinhos das linhagens celulares pGSHs por RT-qPCR.
Histograma da expressdo relativa de todos os genes vizinhos para cada linhagem pGSH a) S2U, b) S3U, ¢)
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S4U, d) S5U e e) S6U. Coluna verde indica a expressao do gene ymUKGI1 (UKG). Colunas coloridas destacam
genes vizinhos (Roxo a 5' e Azul a 3') do pGSH da linhagem analisada e colunas cinzas mostram os genes
vizinhos dos demais pGSHs. As colunas rachuradas representam valores do controle ndo transformado
(By4741). Expressdo relativa no eixo Y e genes analisados no eixo X. Asteriscos indicam alteracdo
significativa na analise de varidncia (ANOVA). (¥*) p <0.05, (**) p <0.01, (***) p <0.001 e (¥***) p <0.0001.

Na Tabela 10 ¢ possivel encontrar uma simplificagdo quantitativa dos resultados
encontrados nos dados de RT-qPCR presente na Figura 12. Essa tabela exemplifica o efeito
ndo correlacional da variacdo da expressdo diferencial dos genes vizinhos com a localizagdo

genomica dos pGSHs.

Tabela 10. Resumo quantitativo da expressdo diferencial significativa dos genes vizinhos nas linhagens
pGSHs.

Expressiao Diferencial Significativa na Linhagem

pGSH Gene
Vizinho S2U S3U S4U SSU S6éuU
2 PUGI1 X X X X
YER186C
3 YHLO41W X X X X X
ARNI1
4 YHRO95W X X X X
HXTS5
5 COS9 X X X
SRY1 X
6 ULS1
THI72

4.7. Analise global de expressdo génica

Finalmente, apds andlise dos vizinhos, um outro importante critério de identificagdao
de GSH ¢ a sua capacidade de garantir uma transcri¢ao previsivel do BioBrick com nenhuma

ou minima interferéncia na expressdo genomica do hospedeiro.
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Uma analise global de expressdo génica foi realizada utilizando a técnica RNA-Seq
para investigar possiveis interferéncias da inser¢ao do BioBrick em um clone de cada pGSH,
uma vez que a inser¢ao ocorreu precisamente no mesmo local. Cada construgdo de pGSH teve
seu transcritoma analisado em duplicada biologica contra a linhagem controle BY4741 (ndo
transformada). Em termos gerais, os clones de pGSHs apresentaram aproximadamente 16%

de genes diferencialmente expressos em relacdo ao controle, mas alta similaridade entre eles

(Figura 13).
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Figura 13 - Dindmica de expressio gendomica das linhagens celulares pGSHs por RNA-Seq. a) Grafico de
PCA da expressdo génica diferencial das linhagens pGSHs (S2U, S3U, S4U, S5U e S6U) em relacdo ao controle
ndo transformado By4741 (By). b) Heatmap da expressdo génica diferencial entre as linhagens pGSHs e o
controle By4741 (By).

Investigando essa hipdtese, os resultados da andlise de expressdo diferencial do
experimento de RNA-seq para as os pGSHs foram processados de forma a elucidar: (1) o
nivel de compartilhamento dos genes diferencialmente expressos entre os pGSHs, que estdo
em sitios distintos localizados em diversas partes do genoma de levedura e se (2) entre os

genes compartilhados, existe algum enriquecimento funcional.

Para todas as linhagens pGSHs, foi realizada uma andlise de expressdo diferencial
(DE) pareada contra o controle ndo transformado. Para cada experimento foi gerada uma lista
de genes regulados positivamente (do inglés, upregulated) e negativamente (do inglés,
downregulated). Em seguida, foi realizada uma busca das intersecdes entre os grupos de

genes up ou downregulated, juntando as listas de genes, em termos dos codigos dos genes
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presentes no banco de dados de Saccharomyces (do inglés, Saccharomyces Genome

Database, SGD).

No grupo de genes regulados positivamente de todos os experimentos somam um total
de 1.257 genes Unicos que tiveram a sua expressao significativamente elevada (Figura 14).
Destes, 423 (33,65%) tiveram aumento de expressdo (log2 fold change maior que 2 com
p-value menor que 0.05) em todos os experimentos, sendo o subgrupo de genes mais
frequente dentre as combinacdes de clones, ou seja a maioria dos genes com expressao
aumentada foram comuns em todos casos testados. Isso pode indicar que a propria
transformagdo genética causou uma perturbacdo na expressdo génica, independentemente do
local de insercdo do transgene. Vale ressaltar que os clones S6U e o S4U apresentaram um
numero razoavel de genes regulados positivamente, 120 e 83 respectivamente, que nao foram
compartilhados com as outras linhagens. Para os genes regulados negativamente de todos os
experimentos foi obtido um total de 1.086 genes Unicos que tiveram a sua expressiao
significativamente diminuida. Destes, 257 genes (23,66%) tiveram menor expressdo em todos
os experimentos comparado com o controle, também que constitui o subgrupo de genes mais

frequente, como no caso dos genes com aumento de expressao.

Regulados s3U Regulados s3U 2;3

Positivamente 31 Negativamente 30

s6U S5U s6U S5U

Figura 14 - Diagramas de Venn do nimero de genes diferencialmente expressos tinicos e compartilhados
entre as linhagens pGSHs. A elipse amarela representa a S2U, S3U em azul, S4U em roxo, SSU em marrom e
S6U em verde piscina. Valores indicam o nimero de genes diferencialmente expressos.
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Para verificar se esses grupos de genes compartilhados, regulados positivamente ou
negativamente, estdo relacionados com as pGSHs, foi feito o mapeamento desses dados para
as regides cromossdmicas. Os dados de RNA-Seq dos genes diferencialmente expressos em
relagdo ao controle foram filtrados para genes com razao log, de expressao génica (do inglés,
log, Fold Change, log,FC) maior que 2 e valor de p < 0,05, apds a estimativa da expressao
diferencial. Desta maneira ¢ possivel verificar que as regides com genes diferencialmente
expressos estdo espalhadas pelo genoma da levedura sem correlagdo posicional como

exemplificado pelo pGSH-2 (Figura 15). Os ideogramas dos demais pGSHs estdo nos
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Figura 15 - Ideograma mostrando a localizacio de regides gendmicas com genes diferencialmente
expressos na linhagem S2U. Os genes sdo coloridos de acordo com a alteragdo de log,FC > 2. O vermelho
indica regulagdo negativa ¢ o azul, regulagdo positiva. O loco do pGSH-2 estd representado com um circulo
verde.
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Vale ressaltar também que ndo ha sobreposicdo dessas regides de genes
diferencialmente expressos com os locos dos pGSHs. Para cada pGSH, foi identificado o gene
diferencialmente expresso positivamente ou negativamente mais préximo com log,FC > 2.
Com essas informagdes € possivel inferir a distancia da perturbagdo local na expressao génica
afetada pela insercdo do transgene no pGSH. A Tabela 11 abaixo apresenta a lista de genes
encontrados, coordenadas e em quais linhagens foi identificado. Assim ¢ possivel notar que
na maioria das vezes, o log,FC ¢ alto independente do pGSH, indicando que ndo ¢é a

proximidade ao pGSH que induz a alteracdo da expressao.

Tabela 11. Descriciio e caracteristicas dos genes diferencialmente expresso mais préoximo com log,FC > 2
de cada pGSH.

pGSH Gene Coordenadas Linhagem log,FC Anotacgao (SGD)
2 YER158W-A  V: 491487 - 491702 S3U 2.67  Quadro de leitura aberto duvidoso;
¢ improvavel que codifique uma
S4U 2.96 proteina funcional.
S5U 1.72
3 YHLOO6W-A  VIII: 97732 - 98085 S2U 1.51 Quadro de leitura aberto duvidoso;
¢ improvavel que codifique uma
S3U 2:40 proteina funcional, sobrepde a
S4U 1.51  ORF YHLO007C (STE20).
S5U 2.28
Seu 1.90
4 YHR092C  VIII: 287081 - 288811 S2U -3.04  Transportador de glicose de alta
(HXT4) afinidade; membro da superfamilia
S3U -3.67 . L
de facilitadores principais,
S4U -3.45  expressdo induzida por baixos
niveis de glicose e reprimida por
SSU -3.25 altos niveis de glicose; possui um
SeuU -2.46  paralogo, o HXT?7.
5 YKL216W XI: 25215 - 26159 S2U -5.77  Diidroorotato desidrogenase;
(URAI) 33U 497 catahsq a guarta etapa enzimatica
na biossintese de novo de
S4U -5.01  pirimidinas, convertendo o acido
35U 551 diidroorotico em acido oroético.
SeuU -5.47
6 YOR195W XV: 712866 - 715331 S2U -2.62  Proteina associada ao cinetocoro;
(SLK19) S3U 182 necessaria para a segregagio
’ normal de cromossomos na meiose
S4U -1.73 e mitose; componente da rede
35U 54 reguladora FEAR, que promove a

liberacdo de Cdcl4p do nucléolo
S6U -2.30  durante a anafase;
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4.7.1. Analise de enriquecimento de ontologia génica dos genes diferencialmente regulados

Uma vez elucidado o efeito posicional da expressao diferencial observado nos dados
de RNA-Seq ¢ preciso verificar possiveis perturbagdes funcionais no genoma do hospedeiro.
Para isso foi realizado uma andlise de enriquecimento de ontologia génica dos genes
diferencialmente regulados que foram compartilhados entre todas as cepas para obter-se uma
visao geral do tipo de perturbagdo consistente causada na expressao génica. Os grupos de
genes compartilhados foram submetidos a uma analise de enriquecimento do conjunto de

genes utilizando o programa g:Profiler (Kolberg et al., 2023).

No caso dos genes regulados positivamente houve apenas um enriquecimento
significativo para o termo de componente celular (CC) de unidade ribossdmica e para a
funcdo molecular (MF) relacionada a componente estrutural do ribossomo (Figura 16a). Em
termos gerais, isso indica uma maior atividade traducional. Em termos de metabolismo ou
resposta a estresses nada significativo foi encontrado. Notavelmente, para as cepas S6U e o
S4U que apresentaram um numero razoavel de genes regulados positivamente, a analise de
enriquecimento desses genes revelou que ndo existe nenhum termo de ontologia
significativamente enriquecido. Para o grupo de genes regulados negativamente
compartilhados em todos as construgdes de pGSHs ndo houve nenhum enriquecimento de

termos de ontologia génica (Figura 16b).
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2 GO:MF G0:0003735 constituinte estrutural do ribossomo 5.970x1 0‘18
3 GO:CC G0:0022626 ribossomo citosélico 7.030x10°16
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b. Regulados Negativamente
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216 values above this threshold are capped

—logo(pad))

G, G, G,
Ot O8p O"Co
(73) 2

Figura 16 - Anadlise de Enriquecimento de ontologia génica dos genes compartilhados diferencialmente
regulados. a) Genes regulados positivamente. b) Genes regulados negativamente. Ontologia génica (do inglés,
Gene Ontology, GO), Fungdo Molecular (do inglés, Molecular Function, MF) (Vermelho), Processo Biologico
(do inglés, Biological Process, BP) (laranja) e Componente Celular (do inglés, Cellular Component, CC)
(Verde). A numeragdo dos circulos corresponde ao ID na tabela de enriquecimento. Linha tracejada em cinza
indica nota de corte de enriquecimento significante.

4.7.2. Analise individual dos genes mais diferencialmente expressos

Mesmo sem enriquecimento ontologico substancial, os genes mais diferencialmente
expressos foram analisados para se obter um entendimento mais detalhado da expressao
diferencial dos clones em relagdo ao controle ndo transformado. Em termos gerais, os
experimentos de RNA-Seq das linhagens pGSH mostraram que a distribui¢do da expressao
dos genes ¢ afetada mostrando que o gene URA3 (YELO21W) ¢ o mais positivamente
regulado ¢ o gene URA1 (YKL216W) o mais negativamente regulado em todos os

experimentos (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 - Vulcanos Plots da expressao diferencial das linhagens celulares pGSHs por RNA-Seq. Pontos
coloridos representam genes diferencialmente regulados negativamente (azul) e positivamente (vermelho).
Genes descritos estdo identificados com seu nome padrdo e os genes ndo descritos ou putativos estdo
identificados com seu nome sistematico.

Além disso a Figura 17 mostra que os genes TIM 10 ( YHROO5C-A; Proteina do
espaco intermembranar mitocondrial) e BNAI (YJR025C; Dioxigenase do acido
3-hidroxiantranilico) sdo positivamente regulados nas linhagens pGSHs e os genes HXT3
(YDR345C; Transportador de glicose), ENB1 (YOL158C; Transportador transmembranar de
enterobactina férrica) ¢ MDH2 (YOL126C, Malato desidrogenase citoplasmatica) sao

negativamente regulados nessas linhagens.
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Figura 18 - Grafico Box Plot da alteragao de log,FC dos genes diferencialmente expressos nas construcoes
pGSH. Cada circula representa um gene. Genes descritos estdo identificados com seu nome padrao e os genes
ndo descritos ou putativos estao identificados com seu nome sistematico.

Para ampliar o grupo de genes analisados na Figura 18 foi apenas considerado o
logFold Change acima de 2. Dentro de cada grupo de genes regulados positivamente e
negativamente, 15 genes mais diferencialmente expressos foram analisados em ambas as
figuras 17 e 18. Em ambos os casos a maior parte dos genes ndo sdo anotados, putativos ou
com ORF duvidosa, integrando 73.33% dos genes regulados positivamente ¢ 80% dos
negativamente (Apéndices F e G). Dos genes regulados positivamente, YCRO13C apresentou
uma variacao persistente da expressao em todas as linhagens celulares pGSHs ¢ YJR037W
nas linhagens S2U, S4U e S5U, ambas ORFs duvidosas e improvaveis que codifique uma
proteina funcional. Entre os genes anotados (Tabela 12), YELO20W-A (TIM9) apresentou
uma variagdo nas cepas S2U, S5U e S6U, e YJL153C (INO1) nas S3U, S4U e S6U. TIM 9 ¢

uma proteina intermembranar mitocondrial e INO1 codifica enzima envolvido na sintese de

fosfolipidios.
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Nos genes regulados negativamente, ndo hd uma variacdo persistente da expressao

como observado anteriormente para os genes regulados positivamente. Aqui ¢ destacado o

gene YGL118C (Proteina putativa de funcdo desconhecida) que apresenta variagdo nas cepas

S2U e S6U.

Tabela 12. Genes caracterizados mais diferencialmente expressos em todos os experimentos.

Gene logfc Linhagem Anotag¢ao (SGD)
Regulados Positivamente
YJL153C 5.54 S4U Enzima envolvido na sintese de fosfatos de inositol e
(INO1) fosfolipidios contendo inositol; transcricdo coregulada com
outros genes biossintéticos de fosfolipidios.
YELO20W-A 4.26 S2U Proteina essencial do espaco intermembranar mitocondrial;
(TIM9) forma um complexo com TimlOp para fornecimento de
proteinas hidrofobicas @ membrana interna.
YHR126C 3.80 S4U Proteina putativa.
(ANS1)
YFLO10W-A 3.20 S6uU Proteina necessaria para a regulagdo negativa por amdnia de
(AUALD) Gaplp; Gaplp é uma permease geral de aminoacidos.
YKL164C 3.12 S6U Proteina glicosilada necessaria para a estabilidade da parede
(PIR1) celular; expressao regulada pela via de integridade celular e por
Swi5p durante o ciclo celular.
Regulados Negativamente
YLR461W -7.53 S3U Membro da familia da seripauperina; codificado principalmente
(PAU4) em regides subteloméricas; ativo durante a fermentagdo
alcodlica; regulado por anaerobiose; regulado negativamente
por oxigénio; reprimido por heme.
YNL318C -7.20 S2U Proteina semelhante aos transportadores de hexose; expressao
(HXT14) induzida em baixa glicose e reprimida em alta glicose; detectada
em mitocondrias.
YDR218C -5.95 S5U Homologo especifico da esporulacdo da familia de genes
(SPR28) CDC3/10-12; septina meidtica expressa em altos niveis durante

as divisdes meidticas e a formagao de ascosporos.

A inspecdo do comportamento da expressdo dos principais genes expressos

diferencialmente nas constru¢des pGSH em termos de mudanca de /og fold foi realizada para

embasar que a alteragdo observada até aqui ndo esta relacionada a inser¢ao nos pGSHs. A

visdo geral qualitativa da alteragdo de log fold dos principais genes regulados positivamente e

negativamente nas constru¢cdes pGSH ¢ mostrada na Figura 18. Para os genes positivamente
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expressos, ¢ possivel observar uma distribui¢do generalizada entre todos os pGSHs com
excegoes de YHRI26C e YBL108W que foram detectados apenas uma vez no S4 e S3
respectivamente (Figura 19a) sendo ambos ndo caracterizados. Os genes negativamente
expressos curiosamente apresentam uma prevaléncia nas linhagens S2U e S3U mas sem uma

correlagdo clara (Figura 19b, Apéndice F e G).
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Figura 19 - Balloon plot da alteracdo de log2FC dos 10 genes diferencialmente regulados, em termos do
valor de log fold change, nas construcées pGSH. a) Genes regulados positivamente. b) Genes regulados
negativamente. A linhagem S4U nao teve enriquecimento significativo nos genes regulados negativamente. A
marca auxotrofica utilizada URA3 néo ¢ mostrada no grafico.
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5. DISCUSSAO

5.1.  Pipelines semelhantes descritos na literatura

Dois pipelines de bioinformatica estao disponiveis para identificar pGSHs em células
humanas. O primeiro pipeline de predi¢ao de GSHs do grupo de Aznauryan ef al. (2022) que
apesar de terem sido identificados quase 2.000 pGSHs, algumas caracteristicas da abordagem
de identifica¢do do algoritmo levantam preocupagdes: (1) ndo determinar quais sdo os genes
flanqueadores (2) ndo determinar a orientacdo dos genes flanqueadores e (3) a faixa de
comprimento da regido varia de maneira discrepante de 23 pb a 712 kb. Um tamanho pequeno
de pGSH, como 23 pb, pode impedir insercdes poligénicas, € o tamanho méaximo descrito
pode conter sequéncias regulatorias ndo anotadas. Corroborando essas preocupacdes, dos
2.000 locais identificados, os autores apenas validaram funcionalmente cinco candidatos a
GSHs sendo que somente dois cumpriram minimamente os critérios (Rogi 1 e Rogi 2), um de
40,6 kb e outro de 48 kb de tamanho. A analise de RNA-Seq foi feita apenas para o Rogi 2
demonstrando pertubagdo gendmica semelhante a que descrevemos, provavelmente causada

pelo processo de transfecgdo das células.

O segundo ¢ o software de computador GEG-SH mapper que tem uma abordagem
diferente para identificar pGSHs especificos de tecidos (Shrestha et al., 2022). O trabalho
propde a integracdo do cassete de expressdo em inser¢des de elementos mdveis polimoérficos
(pMEIs) e o uso de informacdes sobre a organizacdo da cromatina em 3D, levando a quase
todos os pGSHs em regides intronicas. Embora os autores tenham levantado a hipdtese de que
os pMEIs nao levam a instabilidade genomica, as inser¢des poligénicas em regides intronicas
tém o potencial de afetar a expressdo génica levando a fendtipo indesejado, assim essa

estratégia apresenta uma relevante limitagao.

Considerando ainda ambos, outras importantes desvantagens € que esses programas
sdo restritos ao genoma humano, e que esses algoritmos exigem conhecimento de linha de
comando para baixar pacotes de pré-requisitos externos e executar os programas, O que
restringe sua ampla utilizagdo. Além disso, como essas ferramentas e o SHIP tém abordagens
diferentes para identificar pGSHs, elas podem funcionar como ferramentas complementares,

dependendo das necessidades do usuario.
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5.2.  Software SHIP e dados da validacdo experimental dos pGSHs

O presente estudo demonstrou que o software SHIP foi capaz de identificar seis
regides com caracteristicas promissoras para se tornarem GSHs e cinco (pGSH-2 a 6) foram
validadas in vivo em S. cerevisiae. Notavelmente, a orientagdo convergente dos genes
vizinhos ¢ fortemente recomendada para reduzir possiveis interferéncias nas regides
promotoras ¢ regulatorias a montante, uma vez que a maioria dos fatores reguladores sao
agentes a montante do gene regulado (Charoensawan; Wilson; Teichmann, 2010; Latchman,

2013; Weirauch; Hughes, 2011).

A reprovagdo manual do pGSH-1, devido a sua proximidade com uma regido
telomérica, exemplifica que o SHIP ¢ uma ferramenta de uso geral que fornece uma
investigacao inicial, reduzindo o nimero de pGSHs que exigem avaliagdo. O algoritmo ndo
toma decisdes nem elimina pGSHs sem critérios definidos, uma vez que a "proximidade" ¢
um parametro subjetivo. Além disso, todos os outros GSHs atenderam aos critérios
considerados para uma plataforma de aterrissagem segura para a integragao do transgene: (1)
acessivel a integracdo do transgene, (2) genomicamente estavel, (3) permitindo a expressao
previsivel e constante do BioBrick e (4) interferindo minimamente ou nao interferindo na

expressao dos genes gendmicos e flanqueadores.

Os dados de PCR, sequenciamento, citometria de fluxo e RT-qPCR mostraram que os
BioBrick foram inseridos nos locais exatos identificados pelo SHIP sem causar mutagdes nas
sequéncias utilizadas como bracos de homologia e que as linhagens celulares pGSHs foram
capazes de acumular transcrito e proteina fluorescente verde codificada pelo BioBrick
ymUKG]1, indicando que essas regides sdo acessiveis para inser¢ao e expressao do transgene.
Adicionalmente, os 5 GHSs demonstraram ser regides genomicamente estdveis durante 10
dias de cultivo continuo, acomodando um fenotipo consistente dos BioBricks sem interferir

na viabilidade celular.

Considerando a taxa de crescimento maiores observadas entre as linhagens pGSHs
comparada ao controle e também a analise de RNA-Seq que demonstrou que mesmo com
uma defini¢do rigorosa de critérios € uma anotagdo consistente do genoma, podem surgir
alteragdes gendmicas desencadeadas pelo proprio processo de transformacgdo celular. Os
resultados mostraram que ha uma expressao génica diferencial de 16 % do tratamento em
relagdo ao controle (Figura 13a). Considerando que sao regides distintas de inser¢ao em

diferentes cromossomos, ¢ muito provavel que essa alteragdo seja uma consequéncia da
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introducdo do gene URA3 (Alam et al., 2016; Pronk, 2002; Yan et al., 2023). Ainda nos
dados de RNA-Seq, quando a expressao diferencial dos genes vizinhos foi analisada, se nota

uma variagdo ndo correlacional com a localizagdo de cada GSH nas expressodes génicas.

Em uma primeira avaliacdo, trés genes se destacam em relacdo a expressdo
diferencial, PUG1, COS9 e YHLO41W. Vizinho 5' do GSH-2, o gene PUGI apresentou
expressao diferencial (RNA-Seq) para todas as regides com excecao do GSH-5 (Figura 13).
Além de apenas ndo apresentar alteracdo significativa na expressdo relativa (qQPCR) na
linhagem GSH-4. O gene PUGI1 codifica uma proteina de membrana (Pugl) envolvida na
captacdo de protoprofirina IX (PPIX) e no efluxo de heme. Vale destacar que (1) a S.
cerevisiae nao utiliza heme exdgeno de maneira eficiente para suprir as necessidades celulares
de ferro (Protchenko et al., 2006; Weissman; Shemer; Kornitzer, 2002), (2) Pugl ndo ¢ a
principal responsavel pela absor¢do de heme ou PPIX, indicando que outros genes codificam
a maioria destas atividades (Protchenko et al., 2008) e (3) por ser integrante de uma familia de
proteinas envolvidas na resisténcia a xenobidticos e endobidticos, Pugl pode exercer outras

funcdes relacionadas ao estresse celular (Protchenko et al., 2008).

O gene COS9 ¢ vizinho a 5' do GSH-5 e apresentou expressao diferencial em todas as
cepas com excecdo do GSH-3 além da alteracdo significativa na expressdo relativa (QPCR)
nos GSH-3, 5 e 6. Codifica uma proteina, inferido por homologia, que estd envolvida na
degradacao das proteinas da membrana plasmatica para degradagdo (MacDonald ef al., 2015).
Além disso, a subfamilia DUP380 dos genes COS apresentam elevagdo da expressao génica
em condigdes de limitacdo nutricional (Despons et al, 2006; MacDonald et al., 2015).
YHLO41W ¢ o gene vizinho a 5' do GSH-3 com expressdo diferencial e alteracdo na
expressao relativa em todos os GSHs. Codifica uma proteina putativa de funcao
desconhecida. Assim como esses trés genes que foram descritos, a expressao diferencial dos
demais também ndo apresenta um padrdo que seja correlacionado com os 16cos de insercao,

refor¢ando a hipotese que esta alteragdo ¢ oriunda do processo de transformagao.



52

5.3. pGSHs identificados pelo software SHIP ja utilizados na literatura

Interessantemente, dos cinco pGSHs identificadas pelo software SHIP, trés ja foram
utilizadas anteriormente como regides para inser¢do de trangenes em S. cerevisiae, 0 que
indica uma consisténcia nas predi¢des, além de indicar novos candidatos para estudos futuros.
Os trabalhos que identificaram tais regides buscavam por sequencias intergénicas para €
insercdo dos genes de interesse mas ndo realizaram estudos para validar funcionamento o
impacto da inser¢do. O pGSH-5 foi utilizado, de forma independente em 2014, para o
desenvolvimento de um sistema de integracao de multiplos genes baseados na reciclagem de
marcadores com recombinase. Esse GSH, nomeado pelos autores do estudo como inter-ORF
I7S, comportou os cassetes de expressdao da xilosidase de Aspergillus oryzae (XYLA) e da
p-glicosidase de Aspergillus aculeatus (BGL1) como partes da montagem da via metabdlica

de xilose na cepa diploide industrial de S. cerevisiae sun-49 (Hasunuma et al., 2014).

Em 2016, o GSH-6 foi usado para insercdo de 4 genes exogenos na cepa BY4741. A
integracdo resultou na constru¢do de uma linhagem aderente a celulose para produgdo de
biocombustivel celuldsico, indicando expressdao génica dos insertos (Liu et al., 2016). No
trabalho de Mu et al. (2020), foi citado que a marca de resisténcia a nourseotricina (do inglés,
nourseothricin drug-resistant marker, natMX4) foi inserida na coordenada correspondente ao
pGSH-2 na linhagem selvagem SKI1. Esse estudo avaliou o mecanismo de regulacdo das
quebras de fita dupla de DNA que iniciam a recombinagdo meidtica. Esses diferentes
empregos dos GSHs corroboram os resultados gerados pelo SHIP de que esses sao locais de
inser¢do de genes heterdlogos que permitem a expressdo dos mesmos, um critério
fundamental para ser um GSH. Também reforcam a necessidade de programas
computacionais para a automacdo da identificacdo de tais regides, ja que a validacdo
funcional do SHIP, realizada nesse estudo demonstrou que esses locais também obedecem aos

demais critérios para ser GSH.
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5.4. Sumairio critico do contexto dos genes diferencialmente expressos do RNA-Seq

Os resultados deste estudo corroboram estudos prévios que a insercao de um transgene
causa uma perturbacdo na programacdo transcricional da célula. O que observamos ¢
interessante: pelo diagrama de Venn do RNA-Seq, independente do local do pGSH temos um
grupo de genes que sdo DE, ou seja, a propria transformagdo evoca uma reprogramacao da
expressao génica. Destes genes consistentemente DE ndo existe nenhum enriquecimento
funcional que possa indicar uma resposta celular coordenada, como resposta a estresses

oxidativos ou reprogramacao da divisdo celular, dentre outros.

Em relacdo aos genes diferencialmente expressos compartilhados, aproximadamente
33% dos genes sdo regulados positivamente e em torno de ~25% genes sdo regulados
negativamente. Sendo que entre os genes diferencialmente expressos, a ampla maioria
constitui o grupo de genes compartilhados entre todas as linhagens GSHs. Ou seja, dentre
todas as combinagdes de genes/experimentos, o mais frequente consiste no grupo de genes

compartilhados entres todos os experimentos (intersecao central nos diagramas de Venn).

Também ¢ importante ressaltar, que apesar dos nimeros de DE genes parecerem altos
para o conceito de GSH, quando analisamos as figuras 17 e 18, temos em média 30 a 40 de
genes que tem um log FC maior que 2 (4X maior expressao), ¢ a grande maioria tem um
aumento mais moderado na expressdo, o que apesar de ser estatisticamente significativo, ndo
tem um efeito bioldgico tdo pronunciado. Considerando que o perfil de expressao de pGSHs
foi muito semelhante entre as linhagens celulares de GSH e que os BioBricks estio em
diferentes l6cos, o metabolismo de uracila com a recuperagao de URA3 pode potencialmente
ser a causa dessa diferenciacdo na expressao gendmica (Alam et al., 2016; Pronk, 2002; Yan
et al., 2023). Entretanto, isso ndo exclui possiveis efeitos de estresse a longo prazo,
principalmente quanto a alteragdes epigenéticas que podem atuar na modulagdo da expressao

gendmica (Avramova, 2015; Choi; Kim, 2008; Yao ef al., 2022; Zhang et al., 2013).

No final, a baixa varia¢do total de apenas 16%, a maioria dos genes DE serem
compartilhados entre todas as linhagens e sem enriquecimento ontologico que indique uma
resposta celular a insercdo dos Biobricks nos GSHs indicam que essas regides identificadas

pelo software SHIP constituem alvos que minimizam a perturbagdo gendmica.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O algoritmo SHIP ¢ um dos poucos programas desenhados para predicdo de GSHs e
que foi concebido de forma a ser facilmente executavel para qualquer organismo eucariotico
com genoma anotado. Até o momento apenas dois pipelines estdo disponiveis para predicao
de GSHs (Aznauryan ef al., 2022; Shrestha et al., 2022), ambos limitados a H. sapiens. SHIP
¢ o primeiro software para identificagdo de pGSHs com amplo espectro de organismos alvos,
capaz de retornar uma visdo geral da densidade gendmica analisada e descri¢do detalhada de
cada regido auxiliando na escolha do usudrio, além de ndo ser necessario conhecimento de

linha de comando.

Dados de sequenciamento, citometria, taxa de crescimento e estabilidade revelaram
regides promissoras contendo os BioBricks nos pGSHs identificados pelo SHIP, com alto
numero de células acumulando a proteina fluorescente reporter verde, taxa de crescimento
semelhante a cepa ndo transformada e estabilidade desses BioBricks apo6s dez dias de cultivo.
Além disso, andlises de RNA-Seq e RT-qPCR mostraram expressao genomica similar entre as
linhagens que contém os BioBricks inseridos em cada um dos pGSHs, indicando que os locais
potencialmente seguros identificados pelo SHIP cumprem todos os critérios para serem

chamados de GSHs.

No futuro espera-se que essa ferramenta seja utilizada ndo so para os trés organismos-
modelo escolhidos para avaliagdo dessa proposta, mas também para qualquer outro organismo
eucarioto cuja anotacdo genOmica curada esteja disponivel. Esse ¢ um trabalho inovador ja
que, at¢ o momento, os GSHs utilizados em diferentes organismos eucariotos foram
identificados empiricamente sendo que, apenas em humanos e C. neoformans, um dos GSHs

identificados em regido extragénica foi avaliado por ensaios in vivo.

O software SHIP permitird o desenho racional de insercdo dos transgenes em locais
que possibilitem a expressao dos mesmos no nivel desejado pelo pesquisador, reduzindo,
dessa forma, tempo e custo para obtencdo do organismo de interesse. Atualmente, os
processos seletivos de organismos transformados demandam tamanhos amostrais cada vez
mais elevados a depender do nlimero de transgenes a serem inseridos e também do organismo
alvo, pois, com os métodos tradicionais, os genes de interesse sdo inseridos ao acaso no
genoma ou seus locais de inser¢ao sao selecionados, mas estes nao sao GSHs e, portanto, nao
cumprem os critérios de expressao do gene exdgeno com minima ou nenhuma perturbagao da

expressdo gendmica.
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Assim, ndo ha conhecimento de outro software desenvolvido com essa finalidade e
flexibilidade de organismos alvos, o que possibilitou que o SHIP fosse registrado pelo
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) (Apéndice H). O intuito é que este
software seja utilizado por pesquisadores e empresas da area da biotecnologia/biologia
sintética que visem a constru¢do de circuitos genéticos complexos, ou que visem o0

desenvolvimento de organismos contendo vias metabdlicas completas.
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Apéndice A - Tabela com as descricao dos genes vizinhos dos pGSHs de S. cerevisiae

pGSH Gene Nome Sistematico Anotacio (SGD)
(SGD)

1 MAL32 YBR299W Maltase envolvida na hidrolise dos dissacarideos maltose,
turanose, maltotriose e sacarose.

YBR300C YBR300C OREF potencial; improvavel que codifique proteina funcional.

2 PUGI YERI85W Transportador de protoprofirina e heme; expressao induzida por
baixo teor de heme/oxigénio.

YER186C YER186C Proteina putativa de fung@o desconhecida.

3 YHLO41W YHLO41W Proteina putativa de fung@o desconhecida.

ARNI1 YHLO040C Transportador de ferro; relocalizagdo e expressdo induzida por
estresse da replicagdo do DNA.

4 YHRO95W YHRO95W OREF potencial; improvavel que codifique proteina funcional.

HXTS5 YHR096C Transportador de hexose; expressdo induzida por fontes de
carbono ndo fermentaveis e pela diminuicdo na taxa de
crescimento.

5 COS9 YKL219W Proteina endossdmica envolvida nainternalizagdo das proteinas
da membrana plasmatica para degradacdo; expressdao induzida
por limitacao de nutrientes.

SRY1 YKL218C Desidratase de 3-hidroxiaspartato para formar oxaloacetato e
amonia; necessaria na presenca de hidroxiaspartato.

6 ULSI YORI191W Proteina envolvida na inibi¢gdo de NHEJ nos telomeros;
relocaliza-se do nucleo para o citoplasma apds estresse de
replicacdo do DNA.

THI72 YOR192C Transportador de tiamina; captagdo de acadesina.




Apéndice B - Tabela com as caracteristicas genomicas dos pGSHs identificadas em
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H. sapiens
pGSH Chromossomo Coordenadas Genes flanqueadores Comprimento
1 1 10.895.999 - 10.946.470 HSPE1P24 - Clorfl27 50.472 pb
2 2 80.648.862 - 80.699.387 CTNNA2 - AC012355.1 50.526 pb
3 3 109.243.126 - 109.293.787 AC063923.1 - DPPA2 50.662 pb
4 4 56.710.615 - 56.760.918 RPL17P20 - AC022483.1 50.304 pb
5 4 151.833.098 - 151.883.710  AC107074.1 - AC112242.2 50.613 pb
6 6 11.811.249 - 11.861.625 AL022724.2 - AMDI1P4 50.377 pb
7 6 71.076.376 - 71.126.892 BECNI1P2 - U3 50.517 pb
8 6 132.817.565 - 132.868.217 RPS12 - HMGBIP13 50.653 pb
9 7 127.296.204 - 127.346.789 PRELID3BP10 - ZNF800 50.586 pb
10 8 79.520.650 - 79.571.152 AC100870.1 - RPL3P9 50.503 pb
11 9 109.324.797 - 109.375.465 Y RNA - PTPN3 50.669 pb
12 11 75.018.894 - 75.069.242 NEU3 - AP003175.1 50.349 pb
13 11 121.928.977 - 121.979.570 AP001977.1 - AP001924.1 50.594 pb
14 13 112.434.690 - 112.485.010 SPACA7 - TUBGCP3 50.321 pb
15 14 97.582.147 - 97.632.646 LINC02325 - LINC02291 50.500 pb
16 17 54.703.431 - 54.754.164 ACO005951.1 - ARL2BPPS8 50.734 pb




Apéndice C - Tabela com as caracteristicas genomicas dos pGSHs identificadas em

M. musculus

66

pGSH Chromossomo

Coordenadas

Genes flanqueadores

Comprimento

1

2

10

11

1

7

7

10

12

181.460.642 - 181.509.632
10,909.302 - 10.958.436
13,670.808 - 13.719.692

10.31.640.461 - 31.689.309
77.476.339 - 77.525.281
19.938.120 - 19.986.867
84.853.452 - 84.902.159
12.821.493 - 12.870.268
23.806.026 - 23.854.818

6.978.214 - 7.027.310

8.198.620 - 8.247.645

Cnih3 - Ccdc121
Gm45279 - Mir297-1
Sult2a5 - Tmem167-psl
Gm8793 - Nkain2
Fut8 - Gm48177
Vmn2r-ps124 - Vmn2r-ps125
Gm9400 - Gm49982
Gm14634 - Gm25063
Wdr44 - Gm4789
Gm?28445 - Gm20788

Gm29043 - Gm29044

48.991 pb
49.135 pb
48.885 pb
48.849 pb
48.943 pb
48.748 pb
48.708 pb
48.776 pb
48.793 pb
49.097 pb

49.026 pb




Apéndice D - Tabela com a lista dos pacotes requeridos para a execucio do SHIP

Pacotes Versio
bio 1.59
biopython 1.81
biothings-client 0.3.0
certifi 2023.5.7
charset-normalizer 3.1.0
contourpy 1.0.7
cycler 0.11.0
fonttools 4.394
gprofiler-official 1.0.0
idna 34
kiwisolver 1.4.4
matplotlib 3.7.1
mygene 322
numpy 1.24.3
packaging 23.1
pandas 2.0.2
Pillow 9.5.0
platformdirs 351
pooch 1.7.0
pyparsing 3.0.9
python-dateutil 2.8.2
pytz 2023.3
requests 2.31.0
six 1.16.0
tqdm 4.65.0
tzdata 2023.3

urllib3 2.03




Apéndice E - Ideograma mostrando os locais dos genes diferencialmente expressos

a. S3U

b. S4U
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c. S5U
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Ideograma mostrando os locais dos genes diferencialmente expressos. a)S3U b) S4U c) S5U e e) S6U. Os
genes sdo coloridos de acordo com a alteracdo de log?2 fold change > 2. O vermelho indica regulacdo negativa e
o azul, regulac@o positiva. O loco do pGSH referente a linhagem analisada ¢ mostrado como um circulo verde.
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Apéndice F - Tabela com a lista de genes diferencialmente regulados positivamente

Gene logfc logcpm pvalue fdr Experimento
YELO21W 14.16 6.19 0.0000000 0.0000000 S3U
YBL108W 6.72 -1.21 0.0079849 0.0393586 S3U

YJL153C 5.54 10.74 0.0000000 0.0000000 S4U
YCRO13C 5.53 0.22 0.0000000 0.0000015 S3U
YJRO37W 4.68 -0.87 0.0006270 0.0048588 SsU
YELO20W-A 4.26 0.12 0.0000005 0.0000180 S2U
YHR126C 3.80 -0.18 0.0010637 0.0082241 S4U
YDRO034C-A 3.79 0.89 0.0001430 0.0018162 S4U
YMRI173W-A 3.47 0.67 0.0000024 0.0000610 SeuU
YGLO41W-A 3.37 2.12 0.0000007 0.0000277 S3U
YDR510C-A 333 0.71 0.0000914 0.0013241 S3U
YLR415C 3.27 -0.10 0.0010496 0.0084947 S3U
YFLO10W-A 3.20 0.81 0.0000176 0.0002931 SeU
YARO030C 3.13 -0.61 0.0014750 0.0105582 S4U
YKL164C 3.12 8.70 0.0000000 0.0000000 Seu
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Apéndice G - Tabela com a lista de genes diferencialmente regulados negativamente

Gene logfc logcpm pvalue fdr Experimento
YMR322C -8.29 0.42 0.0000000 0.0000000 S3U
YGLO015C -8.18 -0.28 0.0000080 0.0001763 S2U
YLR461W -7.53 -0.91 0.0000020 0.0000675 S3U
YLR365W -7.53 -0.14 0.0001399 0.0018274 S3U
YNRO025C -7.22 -0.15 0.0000220 0.0003572 SsU
YNL318C -7.20 -0.71 0.0032048 0.0187096 S2U
YBLI111C -7.17 -0.03 0.0000090 0.0001925 S2U
YJL135W -7.08 -0.87 0.0006824 0.0060587 S3U
YGL118C -6.98 -1.08 0.0000225 0.0004079 S2U
YARO070C -6.98 -1.05 0.0007250 0.0061361 S2U

YBR200W-A -6.81 -0.83 0.0002817 0.0031572 S3U
YOLO19W-A -6.70 -0.45 0.0003527 0.0037355 S3U
YFLO32W -6.59 -0.33 0.0000463 0.0007567 S4U
YKL106C-A -6.07 -0.93 0.0041950 0.0233514 S4U
YDR218C -5.96 1.65 0.0000014 0.0000396 S5U
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Apéndice H - Registro do software SHIP pelo INPI

I

As
Digitalmente

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA, COMERCIO E SERVIGOS
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETORIA DE PATENTES, PROGRAMAS DE COMPUTADOR E TOPOGRAFIAS DE CIRCUITOS

Certificado de Registro de Programa de Computador

Processo N°: BR512023002017-6

O Instituto Nacional da Propriedade Industrial expede o presente certificado de registro de programa de
computador, valido por 50 anos a partir de 1° de janeiro subsequente a data de 01/09/2020, em conformidade com o
§2°, art. 2° da Lei 9.609, de 19 de Fevereiro de 1998.

Titulo: SHIP - Safe Harbor Identification Program

Data de criagdo: 01/09/2020

Titular(es): FUNDAGCAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Autor(es): CINTIA MARQUES COELHO; GEORGIOS PAPPAS JR; MATHEUS DE CASTRO LEITAO
Linguagem: PYTHON

Campo de aplicagao: BL-02

Tipo de programa: TC-01

Algoritmo hash: SHA-512

Resumo digital hash:
547BA123FA96D08F38D8B6EF09F7TF3975CA9C3B991FA186D6F41ABBC9653C9288684BAAEEA2159767A38B4B161
5B5A3A9B3C2600DF7F09A08493899FCB6498D12

Expedido em: 18/07/2023

Aprovado por:
Carlos Alexandre Fernandes Silva
Chefe da DIPTO



