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RESUMO

A geracdo de hiPSCs contendo alelos reporteres ¢ uma estratégia inovadora e altamente
vantajosa para o estudo aprofundado dos processos de diferenciagdo celular. Este trabalho teve
como objetivo, em um primeiro momento, revisar a literatura cientifica sobre o tema e, em
seguida, expandir esse conhecimento por meio da geracdo de linhagens de hiPSCs
geneticamente modificadas pelo sistema CRISPR/Cas9, visando a expressdo de proteinas
fluorescentes associadas aos fatores de transcricao SOX17 ¢ PRDM1, marcadores fundamentais
do desenvolvimento de células germinativas primordiais (PGCs). Essa abordagem foi
concebida para aprimorar o monitoramento de protocolos de indug¢ao a diferenciagdo em PGCs
humanas, contribuindo para o desenvolvimento de modelos in vitro da oogénese. Inicialmente,
realizamos uma caracterizagdo detalhada das hiPSCs utilizadas. Essas células apresentaram
morfologia tipica, confirmada por microscopia de luz e eletronica de transmissdo, além de
expressarem marcadores-chave de pluripoténcia, detectados por imunofluorescéncia. O
caridtipo das células foi analisado, evidenciando estabilidade gendmica com um padrdo normal
(46, XX). Ensaios de viabilidade celular determinaram as concentra¢cdes minimas letais dos
antibioticos seletivos blasticidina e puromicina, fixadas em 1,6 pg/mL e 0,8 pg/mL,
respectivamente, parametros essenciais para garantir uma sele¢do eficiente das células pods-
modificagdo. A sintese dos DNAs doadores foi otimizada por meio da técnica de inner-outer
Overlapping PCR, que emprega pares de primers sobrepostos, cobrindo regides internas e
externas do amplicon. Essa abordagem demonstrou maior eficiéncia e precisdao em comparagao
ao uso de primers convencionais longos. Ensaios de transfec¢do utilizando Cas9-GFP
indicaram que aproximadamente 26% das hiPSCs internalizaram os complexos de edig¢do
génica uma hora apds a exposicao, fornecendo uma base soélida para a integragdo dirigida de
SOX17-RFP e PRDMI-RFP. Além disso, padronizamos um protocolo para a indugdo ao
endoderma definitivo, com o objetivo de promover a expressao dos marcadores SOX17 e
PRDMI1. A validagio dessa inducdo foi realizada por imunofluorescéncia e qPCR,
demonstrando que o meio empregado permite uma ativacao rapida e precisa dos marcadores de
interesse. Essa estratégia se apresenta como uma alternativa pratica e eficiente aos métodos
tradicionais de inducdo a PGCs, que demandam maior tempo e recursos. Paralelamente,
investigamos os efeitos do tratamento com 4acido valproico (VPA) e AZD 7648 na viabilidade,
proliferag¢do e eficiéncia do reparo dirigido por homologia (HDR) em células knock-in. Os
resultados indicaram que os farmacos melhoram a viabilidade celular, embora nao
necessariamente aumentem a taxa de proliferacdo. Além disso, os tratamentos favoreceram a
obtencdo de células knock-in para os marcadores de interesse. Como principal resultado,
estabelecemos duas linhagens de hiPSCs com alelos reporteres fluorescentes: SOX17-RFP-
Blast e PRDMI-GFP-Puro. A confirmacdo da modificagdo genética foi realizada por inducao
ao endoderma definitivo, seguida de analise em microscopio de fluorescéncia e reagdes de PCR
juncional para deteccao dos insertos nas extremidades 5’ e 3’ dos respectivos genes. Os avangos
obtidos neste estudo destacam a importancia da integracdao entre caracterizagdes detalhadas,
técnicas moleculares otimizadas e protocolos bem definidos. A gera¢ao de linhagens de hiPSCs
com alelos repoérteres fluorescentes representa um avango significativo para o estudo dos
mecanismos moleculares que regem a oogénese humana. Além de aprofundar nosso
entendimento sobre os estdgios iniciais do desenvolvimento germinativo, essas linhagens
oferecem uma plataforma promissora para futuras aplicagdes em pesquisa biomédica.

Palavras-chave: hiPSCs; SOX17; PRDM1; Reprodu¢ao Humana; CRISPR/Cas9.



ABSTRACT

The generation of hiPSCs containing reporter alleles is an innovative and highly advantageous
strategy for the in-depth study of cellular differentiation processes. This study initially aimed
to review the scientific literature on the subject and subsequently expand this knowledge
through the generation of genetically modified hiPSC lines using the CRISPR/Cas9 system,
targeting the expression of fluorescent proteins associated with the transcription factors SOX17
and PRDM1, key markers of primordial germ cell (PGC) development. This approach was
designed to enhance the monitoring of differentiation induction protocols in human PGCs,
contributing to the development of in vitro models of oogenesis. Initially, we conducted a
detailed characterization of the hiPSCs used. These cells exhibited typical morphology,
confirmed by light and transmission electron microscopy, and expressed key pluripotency
markers, detected by immunofluorescence. The karyotype analysis demonstrated genomic
stability with a normal pattern (46, XX). Cell viability assays determined the minimum lethal
concentrations of the selective antibiotics blasticidin and puromycin, set at 1.6 pg/mL and 0.8
ng/mL, respectively, which are essential parameters for ensuring efficient post-modification
cell selection. The synthesis of donor DNAs was optimized using the inner-outer overlapping
PCR technique, which employs pairs of overlapping primers covering internal and external
regions of the amplicon. This approach demonstrated greater efficiency and precision compared
to the use of long conventional primers. Transfection assays using Cas9-GFP indicated that
approximately 26% of hiPSCs internalized the gene-editing complexes one hour after exposure,
providing a solid foundation for the targeted integration of SOX17-RFP and PRDM1-RFP.
Additionally, we standardized a protocol for definitive endoderm induction, aiming to promote
the expression of SOX17 and PRDM1 markers. The validation of this induction was performed
through immunofluorescence and qPCR, demonstrating that the employed medium enables
rapid and precise activation of the target markers. This strategy presents itself as a practical and
efficient alternative to traditional PGC induction methods, which require more time and
resources. In parallel, we investigated the effects of valproic acid (VPA) and AZD 7648
treatment on viability, proliferation, and homology-directed repair (HDR) efficiency in knock-
in cells. The results indicated that these drugs improve cell viability, although they do not
necessarily increase proliferation rates. Moreover, the treatments facilitated the successful
generation of knock-in cells for the target markers. As a key outcome, we established two hiPSC
lines with fluorescent reporter alleles: SOX17-RFP-Blast and PRDMI-GFP-Puro. The genetic
modification was confirmed by definitive endoderm induction, followed by fluorescence
microscopy analysis and junctional PCR reactions to detect the insertions at the 5' and 3' ends
of the respective genes. The advancements achieved in this study highlight the importance of
integrating detailed characterizations, optimized molecular techniques, and well-defined
protocols. The generation of hiPSC lines with fluorescent reporter alleles represents a
significant step forward in studying the molecular mechanisms governing human oogenesis. In
addition to deepening our understanding of the early stages of germ cell development, these
lines provide a promising platform for future biomedical research applications.

Keywords: hiPSCs; SOX17; PRDM1; Human Reproduction; CRISPR/Cas9.
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INTRODUCAO GERAL

As células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSCs, do inglés induced pluripotent stem
cells) sao uma das maiores inovacdes da biologia moderna. Descritas por Shinya Yamanaka em
2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006), as iPSCs sdo geradas pela reprogramacao de células
somaticas adultas para um estado pluripotente, utilizando fatores de transcri¢do especificos.
Equiparaveis as células-tronco embrionarias, possuem a capacidade de se diferenciar em
qualquer tipo celular humano, sendo uma fonte valiosa para estudos biologicos e aplicagdes
terapéuticas (Takahashi & Yamanaka, 2016). Uma das principais vantagens das iPSCs ¢ sua
capacidade de contornar questdes €ticas associadas a obtencao de células-tronco embrionarias,
ao mesmo tempo em que oferecem uma abordagem personalizada para o estudo e tratamento
de doencas. Por serem derivadas de células do proprio individuo, permitem a modelagem
precisa de condi¢des genéticas e o desenvolvimento de terapias compativeis com o paciente

(Doss & Sachinidis, 2019).

Em biologia do desenvolvimento, essas células sdo modelos importantes para estudar
os processos de diferenciacdo e formacao de tecidos (Cerneckis et al., 2024), sobretudo em
funcdo das dificuldades éticas e metodologicas de estudar estes processos em embrides
humanos. Essas células também tém sido utilizadas na investigacdo de mecanismos de doencas
genéticas, como distirbios neurodegenerativos e metabdlicos, fornecendo compreensdes que
dificilmente seriam alcan¢adas com modelos animais (Imaizumi & Okano, 2014). Na medicina
regenerativa, as iPSCs humanas (hiPSCs) apresentam grande potencial para reparar tecidos
danificados, com avangos promissores em terapias para opacidade corneal, degeneracdo
macular, lesdes na medula espinhal e doencas cardiacas (Soma et al., 2024; Inoue et al., 2023;
Turhan et al., 2021). Além disso, revolucionaram a triagem de drogas, permitindo testes
personalizados em células derivadas de pacientes, acelerando o desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes e seguros (Tricot et al., 2022). A exemplo, foi desenvolvida uma
plataforma de triagem baseada em hiPSCs, utilizando superdoadores homozigotos para
antigeno leucocitario humano (HLA), para avaliacio em larga escala de toxicidade em
cardiomidcitos e neuronios, representando milhdes de individuos globalmente (Huang et al.,
2024). Isto posto, € notdrio e indiscutivel que as hiPSCs desempenham um papel essencial na
ciéncia moderna, tanto no avanco de novas terapias quanto na elucidagdo dos mecanismos

biologicos.
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Neste contexto, aplicacdes biotecnoldgicas avancadas, como as metodologias de
edicdo génica, emergem como ferramentas valiosas para oportunizar o estudo de modo
aprofundado das dindmicas celulares e moleculares envolvidas nos processos de diferenciagao.
Alelos reporteres, por exemplo, desempenham uma importante fungdo na monitorizacao da
diferenciagdo de hiPSCs em tipos celulares especificos, permitindo a identificagdo precisa e a
analise dindmica dos estagios de desenvolvimento. Esses sistemas reporteres, frequentemente
associados a genes como GFP (proteina verde fluorescente) ou RFP (proteina vermelha
fluorescente), tém facilitado o estudo de diversos processos celulares, uma vez que possibilitam
a observagdo da expressao genotipica com alta sensibilidade, em tempo real e de maneira ndo
invasiva. A inser¢do desses alelos ¢ comumente realizada por meio de tecnologias de edigdo
génica, com o sistema CRISPR/Cas9 sendo a abordagem mais amplamente utilizada e eficiente,

permitindo a edicdo precisa e direcionada de sequéncias genéticas (Puspita et al., 2024).

A dissertagdo apresentada, portanto, se dedicou a uma revisdo aprofundada das
metodologias envolvidas na geragdo de linhagens de hiPSCs com alelos reporteres, abordando
as mais recentes tecnologias de edi¢do génica e suas aplicagdes na modelagem de processos
bioldgicos e doengas. Essa revisdo resultou em um artigo publicado no perioddico International
Journal of Molecular Sciences (Fator de Impacto = 4.9), que explora as diversas abordagens
para a inser¢do génica, com énfase na utilizagdo da tecnologia CRISPR/Cas9, e discute seus
impactos em estudos de diferenciagdo celular e doengas humanas. O artigo esta apresentado no
Capitulo 1 da dissertagdo, oferecendo uma visdo abrangente das metodologias atuais e seus
desafios, além das perspectivas futuras. No Capitulo 2, a dissertacdo amplia seu escopo ao
descrever os processos associados ao estabelecimento de duas linhagens de hiPSCs, ambas
contendo reporteres fluorescentes, que serdo futuramente utilizadas para o estudo da

especificagdo de células da linhagem germinativa primordial (PGCs).

Esforgos para a criacdo dessas linhagens de iPSCs representam marcos importante,
pois viabilizam e favorecem o acompanhamento detalhado da diferenciagdo germinativa in
vitro, oferecendo uma ferramenta valiosa para entender os mecanismos bioldgicos que regem a
gametogénese humana em seus estagios mais primordiais, ainda tdo pouco compreendidos.
Nesse contexto, esta dissertacdo vai além de uma revisdo das bases técnicas e cientificas
envolvidas na geracdo de hiPSCs com alelos reporteres, e traz uma contribui¢do significativa
ao implementar etapas para a criacdo de novas linhagens celulares que podem enriquecer o
conhecimento da biologia reprodutiva humana e impulsionar o progresso da medicina

reprodutiva no tratamento da infertilidade.
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OBJETIVOS
e Objetivo Geral

Explorar e aplicar tecnologias de edi¢ao génica para a geragao de linhagens de células-
tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSCs) carreando alelos repodrteres, visando
aprimorar ferramentas para estudos de desenvolvimento humano, com énfase na reconstru¢ao

da oogénese in vitro.

e Objetivos Especificos
A. Capitulo 1 — Reporter Alleles in hiPSCs: Visual Cues on Development and Disease

e Apresentar as tecnologias de edicdo génica disponiveis, com destaque para o
CRISPR/Cas9, e suas aplicagdes na geracdo de alelos reporteres em hiPSCs;

e Avaliar a eficacia das metodologias de insercdo de genes reporteres em /oci gendmicos
especificos, considerando a precisdo e a funcionalidade dos sistemas desenvolvidos;

e Revisar os avangos obtidos no uso de alelos reporteres em estudos sobre processos de
desenvolvimento, modelagem de doencas genéticas e triagem terapéutica;

e Discutir os desafios enfrentados na implementacdo ¢ no uso de alelos repdrteres em
hiPSCs, propondo perspectivas para o aprimoramento dessas abordagens;

e Demonstrar a relevancia dos alelos reporteres em hiPSCs para a pesquisa translacional,
destacando seu impacto na compreensao de mecanismos celulares, no desenvolvimento de
modelos de doencas e na avaliagdo da efic4cia de terapias.

B. Capitulo 2 — Geragao de linhagens de hiPSC SOX17-RFP e PRDMI-GFP por meio
da tecnologia CRISPR/Cas9

e (aracterizar as hiPSCs mantidas no Laboratério de Biologia Celular da UFMG, com
enfoque em sua morfologia, ultraestrutura, perfil fenotipico, resposta a administracdo de
diferentes farmacos e susceptibilidade a transfec¢do e edigao génica.

e Padronizar protocolos de edicdo génica utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9 para
introducao de reporteres fluorescentes dirigidos pelos genes SOX17 ¢ PRDM1 em hiPSCs.

e Investigar e validar as hiPSCs geradas quanto a expressdo correta dos genes reporteres em
diferentes condig¢des de cultivo e diferenciagao.

e Avaliar a aplicabilidade e funcionalidade dos alelos reporteres introduzidos nas hiPSCs em
ensaios relacionados a diferenciacdo e fung¢do de células germinativas primordiais

humanas.



26

CAPITULO 1

Reporter Alleles in hiPSCs: Visual Cues on Development and Disease
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Abstract: Reporter alleles are essential for advancing research with human induced pluripotent stem
cells (hiP5Cs), notably in developmental biology and disease modeling. This study investigates the
state-of-the-art gene-editing techniques tailored for generating reporter alleles in hiP5Cs, emphasizing
theireffectiveness in investigating cellular dynamics and disease mechanisms. Various methodologies,
incuding the application of CRISPR/Cas% technology, are disciissed for accurately integrating
mporter genes into the specific genomic lod. The synthesis of findings from the studies utilizing
these reporter alleles reveals insights into developmental processes, genetic disorder modeling,
and therapeutic screening, consolidating the existing knowledge. These hiPSC-derived models
demonstrate remarkable versatility in replicating human diseases and evaluating drug efficacy,
thereby accelerating translational research. Furthermore, this review addresses challenges and
future directions in sefining the reporter allele design and application to bolster their reliability and
televance in biomedical tesearch. Owverall, this investigation offers a comprehensive pe rspective on the
methodologies, applications, and implications of reporter alleles in hiPSC-based studies, underscoring
their essential role in advancing both fundamental scientific understanding and cinical practice.

Keywords: eeporter alleles; human iPSCs; disease modeling; developmental biology

1. Introduction: From Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) to Reporter Alleles

Stem cells serve as the cellular foundation of the body, giving rise to specialized cells
that perform specific functions [1]. They possess anextracrdinary capacity for self-renewal
and differentiation [1,2], making them essential to the formation of human organs and
tissues. Stem cells come in bwo primary forms: pluripotent and multipotent. Multipotent
stem cells, capable of transforming into differentiated cells from a single germ layer, are re-
sponsible for generating specific tissues, such as bone and cartilage, both of which originate
from mesenchyme [1-3]. On the other hand, pluripotent stem cells have the remarkable
ability to differentiate into cells from all three germ layers: endoderm, mesoderm, and acto-
derm. This group includes embryonic stem cells (ESCs) derived from the inner cell mass
of embryos and induced pluripotent stem cells (iPSCs), both demonstrating remarkable
versatility [3,4].

Induced pluripotent stem cells (iP5Cs), first introduced by the team of Japanese
researcher Shinya Yamanaka in 2006 using mouse models [5] and in 2007 using human
cells [6], represent a revolutionary advancement in stem cell research. iPSCs are derived
from adult specialized cells, such as dermal fibroblasts or blood cells [5,7], which are
reprogrammed into a state mimicking embryonic plaripotency, completely bypassing the
need for embryos (Figure 1). This reprogramming process involves the introduction of
specific genes into adult eells, enabling them to regain the ability to differentiate into
various cell types. The genes in question facilitate the transient expression of four key
transcription factors—OCT4, S0X2, KLF4, and oMYC, collectively known as OSEM,

Ink. J. Mol. 5. 2024, 25, 11008, https: / /dod.org, 10,3390,/ fjms 253011009
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which orchestrate the pluripotency of iPSCs [6,8]. OCT4 and S0X2 are key transcription
factors that uphold pluripotency and foster the development of diverse cell lineages. KLF4
regulates gene expression and aids in maintaining pluripotency, while c-MYC contributes
to the reprogramming process and sustains pluripotency. These four transcription factors
are sufficient to transform human fibroblasts into iPSCs [9]. Other transcription factors, like
NAMNOG and LIN28, have also been recognized as significant regulators of pluripotency in
iPSCs [10].

: &

Fibroblasts Inner Call Mass {ICM)
lsolafion, somatio reprogramiming lsolation and propagation of
and charscienizalon, DlasiocysTs ICM calls,
L] .
=) 2051 O
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Call Therapies Develnpmenial Blology
o s Bk o —

Fgure 1. Acquisition and applications of pliripotent stem cells (P5Cs). Pluripotent stemn cells can
be acquired through somatic eeprogramming of animal or human cells, such as fibroblasts, or by
collecting cells from the inner cell mass of blastocysts. Under very specific culture conditions, their
pluripotent potential is maintained, enabling their use in differentiating into lineages of the three
germ layers in vitro. Human P5C-derived cells have various applications, including developmental
biology studies, disease modeling, organoid development, and cell therapies.

The discovery of human P5Cs (hiPSCs) marked a significant advancement by cir-
cumventing ethical concerns tied to embryonic stem cell acquisition [11]. This is chiefly
because iP5Cs and ESCs share numerous phenotypic markers, such as morphology and
surface protein expression [12-14], as well as epigenetic landscapes [15]. Consequently,
iP5Cs exhibit crucial characteristics like self-renewal and the capacity to differentiate into
diverse cell lineages, including germ cells, rendering them indispensable to various fields
like regenerative medicine, disease modeling, drug discovery, and studies in developmen-
tal biclogy [16,17]. In the realm of regenerative medicine, iPSCs technology offers the
potential to generate patient-specific cells and tissues for transplantation, mitigating the
risk of immune rejection [18]. In this same way, hiPSCs serve as a versatile tool for disease
modeling by helping investigate a wide spectrum of conditions, including neurological
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and neurodegenerative diseases [19], such as Alzheimer [20], as well as heart, kidney, and
lung diseases [21-23]. This enables a deeper understanding of the disease mechanisms and
opens avenues for potential therapeutic interventions [24]. As for disease modeling, iFSCs
play a determining role in toxicity testing and drug screening and discovery, mainly by
facilitating the creation of disease-specific cell lines and allowing the assessment of new
drug efficacy [25]. Furthermore, iP5Cs significantly contribute to developmental biology by
helping elucidate the processes occurring in early embryonic states, enabling scientists to
replicate these mechanisms in vitro and advance research in the aforementioned areas [26].

Developmental biology encompasses a range of intricale processes, including tissue
patterning, tissue growth, cell differentiation, and morphogenesis. iP5Cs, due to their
inherent properties, serve as an ideal model system for investigating these processes
in vitro [27]. Stem cells play a crucial role in both normal development and maintenance
of adult tissues, generating diverse cell types within embryos or Hssues [25] In the
context of developmental biology, iP5Cs offer a valuable tool for unraveling the molecular
mechanisms and signaling pathways that govern cell differentiation; scientists can direct
iP5Cs to differentiate into various cell types, providing insights into the complex interplay
among genes, environment, and extracellular matrix components [29]. Employing iPSCs
in conjunction with developmental principles enables researchers to explore the interplay
between genetic and enwvironmental factors in determining cell fate, contributing to a deeper
understanding of human and animal development.

The genetic behavior of iPSCs exhibits variability under different experimental condi-
tions, influencing the metabolic triggers and impacting nucleus dynamics, specifically in
gene expression [30]. Gene expression patterns, fundamental to developmental biology,
govern the prooesses that regulate growth, differentiation, and morphogenesis in organ-
isms. Studying these patterns sheds light on how genes are activated or repressed during
development, guiding cells to acquire diskinct identities and functions [31,32]. By simulta-
neously examining the expression of numerous genes, researchers can identify patterns
underlying cellular differentiation and tissue development. These patterns ame shaped by
specific combinations of transcription factors and the varied accumulation of gene products
in cell subsets during development [33-36]. Understanding the gene expression patterns
is essential for deciphering the intricate regulatory networks controlling the formation of
functional cell types and the three-dimensional structure of tissues and organs [37,35].

Studying gene expression patberns is particularly pertinent to the subject of iP5Cs. It
allows researchers to track the activation and repression of specific genes during the repro-
gramming of adult cells into pluripotent stem cells and their subsequent differentiation into
various cell lineages [39]. This understanding is essential for optimizing reprogramming
and differentiation protocols, as well as uncovering molecular similarities and distinctions
between iP5Cs and their embryonic counterparts. In this regard, reporter alleles are in-
valuable tools, allowing the visualization of these dynamic processes and enhancing our
comprehension of how different stimuli influence cell fate and behavior in vitro. Further-
more, reporter-gene-based molecular imaging offers a powerful approach to studying the
physiology and fate of iPSC-derived cells in vivo, providing deeper insights into their
functional roles in real time. Also referred to as reporter genes, these genes encode de-
tectable products not endogenously expressed in the organism or cell bype [40]. Sergancva
and Blasberg [41] describe the following bwo main types of reporter genes: constitutively
expressed reporters, which provide continuous signals for long-term cell tracking, and
inducible reporters, which activate in response to specific signals, allowing a detailed study
of particular tissues or pathways. This work also discusses the evolution of these systems,
including the use of fluorescent-, bioluminescent-, and radionuclide-based reporters, while
acknowledging ongoing challenges in the field. Incorporated into DNA constructs, reporter
allele products serve as visual indicators for the precise localization of specific proteins, cell
types, or biological circuits [42,43].

Widely used reporter genes, such as green fluorescent protein (GFP) and luciferase,
offer visual and quantifiable cues [44], providing insights into the spatial and temporal
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patterns of gene activity. Reporter alleles play an essential role in monitoring pharipotency
and differentiation, allowing the assessment of pluripotency and tracking iP5C differen-
tiation into specific cell lineages by observing key markers like OSKM [45]. Integration
into specific genomic loci enables the tracking of genomic stability and assessment of iPSC
genome integrity [46], contributing to quality control and characterization by evaluating
specificity, purity, and differentiation potential Furthermore, reporter alleles within iP5Cs
function as valuable instruments for investigating regulatory mechanisms and develop-
mental processes involved in the differentiation of tissues and organs. The incorporation of
reporter genes into the target organism or cell type involves cellular and molecular biology
techniques, such as transfection with cationic lipids, electroporation, or viral transduc-
tion [47]. The subsequent surveillance of fluorescent reporter gene expression employs a
diverse array of methodologies, including fluorescence/ confocal microscopy, luminescence
assays, and flow cytometry (Figure 2). Additionally, diverse induction protocols can be
applied to monitor lineage specification from iP5Cs, aiming to achieve multiple objectives
and tracking numerous markers relevant to the differentiation process.

Genomie DNA seguence contalming
an inserted reporter cassetie,

Expression of the reporier at the
edited bous under specific condibions.,

Detaction using fluarescance microscopy, flow
cylomedry, and other imaging systems.

Figure 2. Stimmaty of the application of fliorescent reporter alleles for the detection of specific genes
(markers) using cellular imaging techniques.

Against this background, this review will highlight key methodologies for creating
hiP5C lines carrying reporter alleles and explore their primary applications in develop-
mental biology and disease development comprehension, presenting studies and potential
advancements in these research areas.
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2. Strategies for Introducing Re porter Alleles in hiPSCs

Gene editing has revolutionized the ability to precisely modify the genetic informa-
tion within cells [48]. It involves the targeted addition, deletion, or modification of DINA
sequences, enabling researchers to study gene functions, model diseases, and potentially
develop therapeutic interventions [49]. One particularly impactful application of gene
editing is the generation of cells carrying reporter genes [50], the core of our interests. This
process involves integrating reporter genes—which are determined by the researcher’s di-
rection in accordance with their objectives—into the cellular genome, providing a powerful
tool for studying promoter-driven transcriptional activity, cellular responses, and various
biological phenomena [51]. Several gene-editing methodologies can be applied to generate
reporter cell lines, with a predominant reliance on homologous recombination (HR), a type
of hemology-directed repair (HDR). The double-strand DINA break (D}5B), induced by an
exogenous nuckase, immediately triggers the cell to activate a DINA repair pathway, such
as non-homologous end joining (NHE]) or HDR (Figure 3).
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The selection between NHEJ and HDR is largely influsnced by DINA end resaction, a
nucleclytic process in which DSB ends are converted into 3' single-stranded DINA (ssDMNA)
overhangs. Resected DNA ends can undergo processing by fill-in or endonuclecly tic
cleavage, resulting in blunt ends compatible with NHE]. These post-resection steps may
introduce errors during NHE], such as deletions or insertions (INDELs) of ssDINA overhang
fragments, which facilitate the generation of specific knock-out cell lines. Unlike NHE],
which simply rejoins the cleaved DNA ends, the HDR patlway requires the presence of
an identical or highly similar template—a fully intact sequence—to accurately repair the
damaged DNA [52]. The possibility to introduce an exogenous sequence as a template
{donor DMA) for use in HDR represents the key element of gene editing via the HR
pathway, which is extensively explored in gene targeting, Therefore, HR plays a central role
in numerous gene-editing strategies aimed at creating cells with reporter genes, utilizing,
the cell’s intrinsic DMA repair mechanisms to achieve precise insertion or substitution of
DMA sequences at specific genomic locations [47,53]. Researchers can introduce a reporter
gene by delivering a DNA template with sequences homologous to the regions flanking
the DMA cleavage site, enabling the HR. pathway to integrate the gene of interest into a
designated genomic site [51,52,54]. This approach ensures stable reporter gene expression
driven by the native regulatory elements at the intended genomic locus.

HE also enables the insertion of a reporter gene cassette flanked by positive and
negative selection markers. Upon introducing this cassette into cells, researchers typically
apply antibiotic selection pressure, thereby ensuring the survival of cells that have suc-
cessfully incorporated the cassette [55]. This efficient selection process aids in identifying
cells carrying the desired reporter gene construct. Some studies opt to forgo antibiotic
enrichment selection, instead employing alternative methods such as fluorescence-based
or immunomagnetic selection [56,57]. Moreover, HR can be employed to create cell lines
with reporter gene expression responsive to external stimuli. The precision of HR in the
targeted insertion or replacement of DINA sequences minimizes unintended mutations and
ensures controlled reporter gene expression. It results in stable integration into the genome,
providing reliable, long-term expession suitable for the study of chronic processes [58].
The versatility of HE allows for its adaptation to various re porter gene integration strategies
and selection methods, offering flexibility for diverse experimental designs.

21. Major Features of Gene-Editing Techniques

Zinc-Finger Nucleases (ZFNs), Transcription Activator-Like Endonucleases (TALENSs),
and Clustered Regularly Interspaced Short Falindromic Repeats {CRISPR) represent three
successive generations of nuclease-based genome-editing technologies that are applied
to engineer cells with reporter alleles (Figure 3). Notably, all these methods are effective
gene-editing tools for introducing reporter genes into iPSCs. ZFNs and TALENs create
DSB at a specific site in the genome by using a DNA-binding domain fused to a nuclease
domain. In contrast, CRISPR/Cas9 uses a guide RNA to direct a Cas9 nuclease cut on the
target site [59].

Orver the past 20 years, ZFNs have become crucial for genome editing by targeting
specific sequences and inducing DNA breaks, which allow for precise modifications during
the repair process [60]. They are composed of two primary functional domains: a customiz-
able array of zinc finger proteins {(ZFPs) that confer sequence specificity, and a non-specific
cleavage domain derived from the Fokl restriction enzyme (Figure 3A). Each zinc finger
typically recognizes thiee nuclectides, allowing for the design of ZFNs that can target
specific genomic sequences with high precision. Upon binding to their target DINA, ZFNs
dimerize, which activates the Fokl domain to cdeave the DINA at the desired locus [61].
This technology has been applied across various model systems, including human cells
and other organisms, facilitating accurate genomic alterations. ZFNs have revolutionized
genetic engineering by offering high specificity and minimal toxicity. They are one of the
earliest chimeric restriction endonucleases used for targeted genome engineering [62]. They
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continue to be developed and diversified, making them adaptable for various research
purposes and potential therapeutic applications.

TALENS, the second generation, surpass ZFNs in terms of efficiency and specificity,
requiring less intricate design and validation [63]. They demonstrate applicability in diverse
scenarios, such as geme targeting, functional genomics, and disease modeling [64-66].
TALENs= are chimeric proteins that contain two functional domains: a DINA-recognition
transcription activator-like effector (TAL effector) and a nuclease domain [57] (Figure 3B).
They enable targeted genome cleavage, followed by gene modification during subsequent
repair. TALENs were the first easy-to-use genome-editing technology and have been used
in multiple species, bringing targeted genome editing to the forefront of research [55].

CRISPR/ Cas9, the third-generation nuclease genome-editing tool, is widely recog-
nized for its versatility. The system consists of two main components: the Cas% enzyme,
which acts as “molecular scissors” to cut DNA at a location specified by a guide ENA,
and the guide RNA (gRNA), which binds to Cas% and specifies the target location for
DNA cleavage (Figure 3C). This technology, adapted from a naturally occurring bacte-
rial defense system, has garmered excitement due to its costeffectiveness, accuracy, and
efficiency compared to other genome-editing methods. The high efficiency of genome
editing with the CRISPR /Cas% system makes it possible to edit multiple targets in parallel,
offering an advantageous tool for a wide range of applications in human research and
gene therapy [68]. However, a potential downside of the use of CRISPR /CasY relates to
the off-target effects, a concern less pronounced with ZFNs and TALENSs, which exhibit
higher specificity [69]. This issue is mainly caused by the wild-type Cas9 protein properties:
Cas? has 1368 amino acids and recognizes a relatively common NGG protospacer adjacent
motif (PAM), functions optimally with 20 nt spacers, and supports relatively high levels of
off-target editing [70,71]. To address these limitations, researchers have developed various
Cas% variants, each with unique characteristics. Engineered variants of CasS, such as
e5pCasY, HypaCas9, and high-fidelity Cas9, have been developed to enhance specificity
and reduce the off-target effects. These modifications address the challenges associated
with the standard CRISPR/Cas9 system by improving fidelity without compromising
cleavage activity [70,72]. For example, dead Cas9 (dCas9), a completely inactive form,
has been engineered for greater precision in the context of gene targeting, silencing, and
activation, while overexpressing these variants or using lower doses of Cas9 can further
improve specificity [73]. Additionally, Deep SpCas9 variants and tagmentation-based tag
integration site sequencing (TTIS5) methods are used to assess specificity and activity,
aiding in the selection of appropriate Cas% variants for specific sequences. Other Cas9
proteins, like 5aCas¥, have also been engineered to offer high fidelity and a broad PAM
range, minimizing the off-target e ffects while maintaining efficient cleavage activity [71,74].
Notably, following the gene editing of a oell population, isolation of clones is required to
separate non-edited and different types of edited cells. Consequently, single-cell cloning of
iP5Cs can effectively address the potential low efficiency in the genome-editing procedune
and also assist in identifying clones that have the intended on-target edits without any
off-target mutations.

Prime editing is a revolutionary genome-editing technology that enables precise
modifications without double-sirand breaks or donor DINA, thereby overcoming significant
limitations of the traditional CRISPR methods [75]. This platform utilizes a catalytically
impaired Cas9 protein fused to reverse transcriptase (prime editor complex—PE2), guided
by prime editing guide RNA (pegRNA), which facilitates the direct insertion of genetic
information without the need for a donor DNA [76]. Its “search-and-replace” mechanism
allows for a variety of genetic changes, making it ideal for creating reporter cell lines
to monitor gene expression [77]. Recent studies highlight prime editing effectiveness
in generating human reporter cell lines, particularly in challenging primary cells and
specialized lines [78]. Optimized systems, like PE4 and PE5, improve editing precision
and reduce by products [79]. Additionally, integrating reporter systems into prime editing,
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protocols enables the real-time monitoring of editing efficiency, essential for successful
reporter line generation [50].

2.2, Gene-Editing Strategies in iPSCs

Since Yamanaka and colleagues first described iPSCs in 2006, various strategies have
been developed for gene edifing in these cells. ZFMNs were used for targeted genetic editing,
allowing researchers to introduce specific mutations, repair disease-associated mutations,
and generate isogenic cell lines with reporter genes. For example, Pei and colleagues [51]
demonstrated the effectiveness of ZFNs in achieving precise gene targeting, which enabled
the creation of GFF and luciferase reporter lines in hiP5Cs. Specifically designed and
refined ZFN pairs were employed to target the C-terminal regions of the GFAP gene, an
intermediate filament present in neural cells, and the MA P2 gene, a microtubule-associated
protein. In parallel, a donor vector was devised, incorporating a reporter cassette featuring
a P2A peptide, a luciferase (Nanoluc) gene fused with a HaloTag, and a neomycin resistance
gene. The positioning of this cassette was meticulously aligned with the C-terminal regions
of the GFAP or MAP2 genes to create lineage-specific reporters in iPSC.

On the other side, TALENs have emerged as crucial players in the development
of reporter-gene-iP5C lines. The utilization of TALEN-mediated gene targeting has no-
tably heightened the expression of transgenes and facilitated the one-step creation of
dual reporter hiPSC and neural stem cell {IN5C) lines, underscoring the high efficiency of
TALEN-mediated HDR in generating targeted mini-gene transfer or reporter knock-in cell
lines [82]. This technology stands out for its effectiveness in achieving the efficient and
precise integration of reporter genes at specific lod, including the AAVS1 and Citrate Lyase
Beta-Like (CLYBL) safe-harbor locus. Kuhn and colleagues (2017), in their study, describe
the use of TALENS to integrate a codon-optimized CSF2RA ransgene into the AAVSI locus
in hereditary pulmonary alveolar proteinosis (herPAF) patient-derived iPSCs. Mutations
in the CSF2RA gene are known to impair surfactant clearance, potentially leading to the
accumulation of surfactants in the alveoli, a hallmark of herPAF. The efficacy of TALEN-
mediated gene editing in achieving precise knock-in modifications without compromising
the differentiation potential of iFSCs was demonstrated, thereby advancing potential gene
therapy applications [83]. A key advantage of TALENs and CRISPR /Cas9 is their ability to
perform multiple gene edits in a single experiment, which is particularly beneficial for gene
therapy applications requiring the correction of multiple mutations or the introduction
of therapeutic transgenes [84]. Additionally, TALENs have played a role in generating
integration-free iPSCs with reporter genes, expanding the utility of hiPFSCs for disease
modeling, drug testing, and the exploration of cellular differentiation [53].

The specificity and efficiency demonstrated by TALENs in mediating gene targeting
render them invaluable tools for the precise and reliable creation of reporter gene iPSC lines,
thereby contributing significantly to advancements in emulating various health conditions
and enhancing our understanding of human and animal development [52]. However, de-
spite their substantial contributions, the use of TALEMSs for generating reporter gene iPSC
lines presents certain potential limitations and challenges. Firstly, TALENS, like many gene-
editing techniques, carry the risk of off-target effects, resulting in unintended modifications
at genomic locations similar to the target site [85,56]. This introduces inaccuracies and the
possibility of unintended consequences, Efficient delivery of TALEN systems to target cells
presents another challenge, with varying existing methods and certain cell ty pes or tissues
proving more resistant to successful delivery. The large size of TALENSs further complicates
their packaging into viral vectors for delivery, affecting the overall efficiency [57]. Limi-
tations in the targeting range of TALENSs also exist, with some genomic regions proving
more challenging to access or modify compared to other gene-edifing tools [85]. Achieving
efficient integration of donor DNA into the target site is also a challenge, relying on the
simultaneous delivery of both TALEN proteins and donor DINA into cells [59,90]. Despite
these challenges, TALENSs remain a valuable tool for generating reporter gene iFSC lines,
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and ongoing advancements in TALEN-mediated gene editing continue to enhance the
efficiency and precision of this technique.

The revolutionary CRISPR /Cas% gene-editing tool has transformed the landscape
of genetic manipulation. In the realm of reporter genes, researchers utilize guide RMAs
{gENAs) to direct the Cas9 endonuclease to specific genomic locations, and it triggers
DINA repair mechanisms, creating an opportunity for the integration of reporter gene
sequences [91]. However, this technology also presents off-target cuts, similar to the other
technologies discussed. In the context of the wild-type Cas® approach, ZFNs and TALENSs
offer higher specificity, although they require more complex design and optimizations [54].

The focused nature of this approach enables controlled placement of the reporter,
optimizing both its expression and function [92] The amalgamation of CRISPR/Cas9
technology with iP5Cs further amplifies their potential, facilitating the introduction of
valuable reporter genes. This synergy, exemplified by CRISFE/ Cas9 iP5C reporter lines, is
rapidly advancing fields, from genetic disorders to regenerative medicine and cell thera-
pies [23,24,93]. CRISFR/ Casd technology offers significant advantages in the development
of iP5C reporter lines over conventional methods. Its targeted integration minimizes off-
target effects, ensuring the precise expression of the reporter genes at the desired genomic
locations. The inherent versatility of the CRISPE/ Cas9 platform allows for the incorpora-
tion of various reporter genes and combinations, enabling researchers to customize iPSC
lines for specific research questions. Additionally, the inclusion of selection markers along-
side the reporter gene streamlines the identification and isolation of successfully edited
iPSCs [94].

The practical application of CRISPR /Cas9 in generating reporter iP5C lines is exempli-
fied by various studies with human and animal approaches. For instance, researchers have
ufilized CRISFPR /Cas9 to create a tyrosine hydroxylase (TH) reporter hiP5C line for live
imaging and isolation of dopaminergic neurons for the study of Parkinson disease. The
TH-GFP iP5C line was generated by introducing a GFP reporter gene into the TH locus
using CRISPE/Cas%-mediated HDR After the induction of differentiation, researchers
confirmed that GFP expression faithfully mimicked endogenous TH expression in iP3C-
derived dopaminergic neurons. Calcium-imaging techniques were employed to determine
the intrinsic functional differences between TH-GFP-positive and TH-GFP-negative cells.
The brightness of GFP allowed direct visualization of TH-expressing cells in heterogeneous
cultures and enabled the researchers to isolate live GFP-positive cells through Auorescence-
activated cell sorting (FACS) for further applications [95]. An excellent example of the
indirect application of reporter alleles and CRISPR-Cas9 editing is the study published
by Patria et al. {2020). Using a hiP5C line with the tdTomato fluorescent protein fused
to the 50X9 gene, the researchers induced heterozygous mutations at the TRPV4 locus.
The TRPV4 gene is responsible for upregulating the expression of SOX 9 during cartilage
development. Therefore, in this study, mutant iPSC lines became a valuable tool for creating
an in vitro model of human chondrodysplasia [96]. The CRISPR/ Cas9 system has also been
employed to generate ATPlal reporter iFSC lines, enhancing genome-editing efficiency
and enabling the study of cellular osmolarity maintenance. Liu and colleagues’ approach
involved the use of a one-step co-targeting strategy with a longer dsDINA repair template,
which was found to shorten the period of the selection process and increase both HDR and
INDEL rates. The Na*/K* channel, encoded by the ATPIAT gene, is critical for maintaining
cell osmolarity, and the disruption of its ion-exchange ability can result in various cellular
dysfunctions. The study demonstrated that by co-targeting ATP1AT with a second locus of
interest, INDEL and HDE selection efficiency was improved in two different iPSC lines [97].

Despite its transformative potential, using CRISPR /Cas9 to create iP5C reporter
lines poses challenges. Concerns about off-target effects persist, necessitating thorough
validation postediting. The efficiency of the technology depends on oplimizing the guide
ENA (gRMA) design and delivery methods [91,92]. As CRISPR/Cas9 technology continues
to evolve, the potential of iPSC reporter lines will expand further. The integration of
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artificial intelligence {Al) and machine learning algorithms is likely to optimize gRINA
design and streamline the editing processes [98].

The use of prime editing technology has emerged as a fransformative method that
can be further applied to generate iPSCs with reporter alleles, enabling precise genomic
modifications without double-strand breaks, unlike traditional CRISFR /Cas techniques.
This method enhances editing precision and reduces the frequency of undesired insertions
and deletions, making it suitable for pluripotent stem cells [99]; however, the effectiveness
remains lower. Recent studies have highlighted the effectiveness of prime editing in creating
specific reporter alleles in hPSCs. Wu et al. [17] showed a robust all-in-one prime editing
system in human ESC, in which tdTomato gene expression reported the efficient creation of
both monoallelic and biallelic disease-relevant mutations. The simultaneous introduction
of pegRMNA and nicking sgRNA further facilitated precise genome editing, enabling the
generation of isogenic hiPSC lines. Additionally, Habib et al. [100] constructed a drug-
inducible, FE2-expressing hESC line and addressed prime editing for correcting a disease-
related mutation in iP5Cs derived from a patient with « 1-antitrypsin (A1AT) deficiency.
Chen et al. [79] identified cellular factors that enhance editing efficiency by manipulating
DNA mismatch repair pathways, suggesting that optimizing these mechanisms could
improve reporter allele generation.

2.3. Strategies to Favor HDR-Based Edits and Gene Targeting

Despite the great potential of gene targeting in iP5C technology, its use is still limited
due to the low frequency of HDR in somatic cells. This low frequency can be attributed to
the dominance of NHEJ-mediated DIMA repair, as this mechanism takes place in all cell-
cycle phases. To optimize HDR efficiency and inhibit WHE] in iP5Cs, some strategies have
been proposed. One of the primary approaches involves the use of small molecules that can
modulate the cellular repair pathways. Liu etal [101] discuss various methodologies to
improve HDR, highlighting the role of inhibitors that specifically target NHE] components.
For instance, the use of small molecule inhibitors, such as M3814, which target the DINA-
PEcs protein involred in WHE], has been shown to significantly increase HDR rates in
iP5SCs by reducing the competition from NHEJ [102]. Additionally, the inclusion of histone
deacetylase inhibitors, such as trichostatin A (TSA), can further enhance HDR by promoting
a more favorable chromatin environment for repair [101]. Studies indicate that p53, awell-
known tumor suppressor, negatively regulates HDR by inducing cell-cycle arrest and
apoptosis in response to DNA damage [103]. By temporarily inhibiting p53, researchers
have observed an increase in HDR efficiency in iF5Cs, allowing for more successful gene-
editing outcomes [103]. This strategy must be carefully controlled to aveid long-term
genomic instability, but it presents a viable method for enhancing HDR during critical
editing phases.

Momover, the availability of the donor template and the precise timing of its delivery
in elation to Cas% activity are critical for optimizing HDR. Fu et al. [102] emphasize that
synchronizing the introduction of donor templates with the 5/G2 phases of the cell cycle,
when HDR is most active, can significantly improve editing outcomes. This synchronization
can be achieved through various methods, incduding the use of cell cycle inhibitors that can
temporarily halt cells in the desired phase, thereby increasing the likelihood of HDR over
NHE]. The design of donor templates also plays a pivotal role in HDR efficiency. Utilizing
longer homology arms in donor templates has been shown to enhance the likelihood
of successful integration during HDR [101]. Additionally, the incorporation of specific
molecules that can favor the recruitment of repair proteins to the site of the double-strand
break can further improve HDR outcomes [52].

Improving the delivery of CRISPR/ Cas9 components is also relevant for maximizing
genome-editing effidency. Viral vectors, particularly adeno-associated virses (AAVs),
have been extensively studied for their ability to deliver donor templates efficiently. Martin
et al. demonstrated that AAV6&-mediated delivery of donor templates in conjunction
with CRISPR/Cas9 ribonucleoprotein (RINP) complexes led to high rates of homologous
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recombination in human pluripotent stem oells [104]. This method capitalizes on the
natural ability of AAVs to transduce a wide range of oell types, including hiP5Cs, thus
facilitating the introduction of donor DINA necessary for HR. However, the reliance on
viral vectors raises safety concerns, such as potential insertional mutagenesis and immune
responses [105]. Liuet al. [106] highlight that the negative charge of CRISPR components
can hinder their cellular uptake due to electrostatic repulsion from the negatively charged
cell membrane. To overcome this barrier, various non-viral delivery systems have been
developed, incduding cationic liposomes and nancparticles that can encapsulate CRISFR
components and facilitate their entry into cells [107). Recent advances in lipid nanoparticles
{LINPs) have shown promise inenhancing the delivery of CRISPR /Cas9 systems. These
LMPs can be engineered to improve endosomal escape, thereby ensuring that the CRISFR
components reach the cytosol, where they can exert their editing effects [108]. Furthermore,
the use of extracellular vesicles (EVs) as delivery vehicles has gained attention due to
their biocompatibility and ability to target specific oell types [109]. Although still poorly
explored in hiF5Cs, these novel gene delivery approaches hold significant potential for
optimizing the generation of reporter lines and enhancing their application.

Recent studies have shown that delivering CRISFR /Cas?% via electroporation using
ENF complexes is highly efficient in iPSCs. Eectroporation, a non-viral method, improves
the uptake of CRISPR components, leading to better gene-editing outcomes compared to
plasmid transfecton or viral vectors. ENP complexes, being transient, reduce off-target
effects and increase specificity. Ruanet al. [110] found that electroporation of Cas% RNPs
resulted in significantly higher INDEL rates—27.13% in wild-type and 88.78% in patient-
derived hiP5Cs—while Xu et al. [111] reported efficient, low-toxicity editing using this
method. Momrover, the efficiency of electroporation in delivering CRISPR components has
been corroborated by studies focusing on various cell types. For instance, Smimikhina
et al noted that the HDR efficiency in iP5SCs was lower compared to other cell types when
using plasmid delivery, but ENFs showed improved outcomes in terms of gene-editing
precision [112]. This suggests that while electroporation is effective, the choice of the
delivery method and the form of the CRISPR components—RNPs versus plasmids—can
significantly influence editing efficiency. Despite the advantages, challenges remain in
oplimizing electroporation parameters to maximize gene-editing effidency. For example,
while electroporation has been shown to be more efficient than lentiviral transduction in
other contexts [113], the specific conditions required for iP5Cs can vary. Additionally, the
transient expression of RNPs necessitates careful optimization of electroporation settings to
ensure that a sufficient amount of the editing machinery is delivered without compromising
cell viability [114].

24 Experimental Workflow to Generate iPSC Reporter Lines

To illustrate an experimental workflow for generating iF5Cs with reporter alleles
using CRISPR-Cas9, we can draw upon the following hypothetical scenario based on the
specific literature: First, researchers begin by designing CRISPR-Cas% constructs targeting
specific loci in the genome where the reporter alleles will be integrated (Figure 4A). This
design prooess involves selecting appropriate gnide RNAs (gRINAs) that will guide the
Cas% nuclease to the desired genomic sites [115]. The iP5Cs are cultured under optimal
conditions to maintain their pluripotency (Figure 4C). The CRISPR-Cas9 constructs are then
introduced into the iP5Cs through delivery systems, such as lipofection, electroporation, or
viral fransduction [116], which must be standardized for each cell line applied. The CRISFE-
Cas9 system is activated within the iP5Cs, leading to the generation of double-strand breaks
at the target genomic loci (Figure 4D). Concurrently, oligodecxynucleotides containing
the reporter alleles {donor DNA) are provided to facilitate HDR and the insertion of the
desired genetic sequences [117]. Following genome editing, the iP5Cs are subjected to
selection processes to enrich the cells that have successfully integrated the reporter alleles
{Figure 4F). This selection step may involve the use of antibiotic resistance genes or other
selectable markers to identify and isolate the edited cells [118]. Edited iPSC colonies are then
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validated to confirm the precise integration of the reporter alleles at the intended genomic
sites. Various molecular biology techniques, such as PCR, sequencing, and fluorescence
imaging, are employed to verify the presence and expression of the reporter genes [52].
To assess the functionality of the reporter alleles, the edited iPSCs can be differentiated
into specific cell lineages, such as neurons or cardiomyocy tes, using appropriate induction
protocols. The expression of reporter genes can be monitored during the differentiation
process to longitudinally evaluate their activity [119] (Figure 4G). Throughout the workflow,
quality control measures are implemented to ensure the integrity and stability of the
edited iP5C lines. Off-target effects of the CRISPE-Cas% system can be assessed using
cost-effective techniques, like mismatch cleavage assays, or robust sequencing methods,
like WGS or GUIDE-seq, to detect unexpected, unwanted, or even adverse alterations to
the genome [120]. Finally, the generated iPSC lines with reporter alleles are thoroughly
characterized to assess their pluripotency maintenance, genetic stability, and reporter
gene expression profiles. Zhong, Li, and Zhou’s 2020 protocol provides comprehensive
tips and detailed methods for generating high-quality reporter alleles in iP5Cs using
CRISPR /Cas9 [121].

rE

W -

Selection of gene targets Donor constructs
and deskgn of sgRMAS synthesis by cloning or

for that oci. PCR and purification,
L] ) . .
L] . -

L]
L ]
L]
High-quality iPSCs Transfection of DNA constructs, Casd

during culture, whether
wild type or mutated.

protein or mRMA, and sgRMA is commanly
done using lipofection or electroporation,

Activation of CasD-editing Selection of edited cells  Validation and guality
machanisms, for charactarization, controd of pluripotancy,

Figure 4. Experimental workflow required for the generation of iFSCs harboring reporter alleles.
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2.5. Presumable Physiological Impacts of Gene Editing Using iPSCs

In the context of gene transfection using hiP5Cs, the goal is to avoid physiclogical
alterations in pathways dependent on the selected gene. Transfection can induce cellular
stress, and endonuclease-mediated genome cleavage may lead to apoptosis, making it crna-
cial for researchers to understand these limitations. Strategies like optimizing transfection
protocols and using high-fidelity endonucleases can help mitigate these effects. Contin-
uous monitoring of the genetically modified cells is essential for assessing stability and
functionality, with routine checks recommended every ten passages, including kary oty ping
and microarray analysis for chromosomal integrity and gene expression [122,123].

Pluripotency can be evaluated through assays such as teratoma formation, embryoid
body induction, and immunoflucrescence for pluripotency markers [124-126], with the
teratoma assay being particularly significant for confirming the presence of all three germ
layers [127,128]). However, challenges like off-target effects and maintaining pluripotency
after editing persist. CRISPR./Cas9, while powerful, can introduce unintended mutations,
raising concerns about genomic integrity [129]. Ongoing research aims to improve the
specificity and efficiency of gene editing to enhance the therapeutic potential of iP5Cs [130].

3. Unveiling Developmental Processes and Disease Mechanisms with Reporter Alleles
3.1. hiP5Cs and Reporter Alldes in Dendaopmental Biology

The pluripotent nature of iP5Cs allows researchers to delve into the mechanisms
underlying cell-fate determination and tissue formation, offering valuable insights into
developmental principles and lineage commitment [131,132]. By examining the differen-
tiation potential of iPSCs into various cell types, such as neurons, cardiomyocytes, and
he patocytes, scientists can unravel the intricate pathways involved in organogenesis and
tissue regeneration [133,134], making it possible to generate complex multicellular struc-
tures that mimic aspects of organ development and function [135]. These iPSC-derived
structures are called organocids and serve as valuable platforms for studying organogenesis
and testing potential therapeutics in a more physiclogically relevant context. This whole
knowledge about the iPSC developmental dynamics not only enhances our understanding
of normal development but also paves the way for regenerative therapies and personalized
medicine [136]. In this matter, iPSC technology has advanced the generation of disease-
specific models, allowing researchers to replicate developmental defects and investigate
the pathophy siology of various disorders [137,138]. By deriving patient-specific iP5Cs and
differentiating them into relevant cell types, researchers can explore disease mechanisms,
screen therapeutics, and develop personalized treatments [119,139]. Additionally, genome
editing enables the infroduction of specific mutations into normal iFSCs, with the unedited
cells serving as isogenic controls. This “developmental mind” guaranteed by the nature of
iP5Cs has significantly improved our understanding of developmental abnormalities and
opened new possibilities for the study of several human conditions [140].

Ashmore-Harris et al. [141] focused on the reporter-gene engineering of hiP5Cs during
the differentiation process to enable the tracking of hepatocyte-like cells (HLCs) in vivo. The
key objective was to develop a method to make the hiPSC-derived HLCs traceable in living
organisms. To achieve this, alentivirus-based gene transfer technique that was re producible
during the differentiation of hiP5Cs into HLCs was employed. This approach allowed for
the introduction of dual-mode fluorescent and radionuclide reporter genes into the cells,
enabling them to be tracked in vitro and in vive after xenogeneic transplantation. The in-
troduction of the reporter genes did not negatively impact the differentiation process or the
maturation of the HLCs. This finding validates the feasibility of using reporter-gene engi-
neering to track cells without compromising their functionality or characteristics. Moreover,
the study provided a proof-of-principle for the tracking of hiPSC-derived HLCs in living
organisms using single-photon emission computed tomography / computed tomography
(SPECT/CT) imaging,. The meporter gene imaging technique allowed for the non-invasive
monitoring of the labeled cells throughout the body, offering critical information on the
behavior and fate of the hiPSC-derived HLCs post-transplantation.
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Blachinger and colleagues [142] published a study onendoderm lineages in 2020. They
generated a novel hiPSC line that expresses an INSULIN-H2E-Cherry reporter gene. By
introducing the H2B-Cherry fluorescent gene under the control of the INSULIN promoter,
the researchers developed a tool that provided real-time, non-invasive monitoring of insulin
expression during the differentiation of iP5Cs into insulin-producing cells. This capability
offers a powerful means to investigate the mechanisms underlying human pancreatic
cell development and dysfunction. The INSULIN-H2B-Cherry reporter system not only
allows for the visualization of insulin-positive cells but also facilitates their quantification
and characterization, which is relevant for various applications in regenerative medicine
and diabetes research, opening new possibilities for studying diabetes pathophysiclogy,
drug screening, and cell replacement therapies.

While working on the mesoderm, Gao et al. [143] explored the application of CRISFR/
Cas9 technology in creating a triple-fusion reporter gene system for imaging the dynamics
and function of transplanted urinary iPSC-derived cardiomyocytes. Their research delved
into the use of hiP5Cs, derived from renal epithelial mells, as a source for generating
cardiomyocytes, aiming to develop cardiac regenerative therapies. The study focused
on the development and utilization of a cell line that stably expressed monomeric red
Auorescent protein for flucrescence imaging, firefly luciferase for bicluminescence imaging
{BLI), and herpes simplex virus thy midine kinase for positron emission tomography (PET)
imaging, enabling comprehensive monitoring of the transplanted cardiomyocytes. Beyond
that, Galdos et al. [144] eported a TEX5MYL?2 lineage tracing reporter system to track the
differentiation of hiPSCs toward left ventricular cardiomy ocytes, particularly from the first
heart field (FHF) progenitors. This reporter system allowed for the identification of FHF
progenitors and their descendants, providing insights into the predominance of the FHF in
the hiP5C differentiation towards cardiomyocytes. By utilizing TEX5 and MYL2 to drive the
expression of different fluorescent reporters, the researchers were able to trace the lineage
of cells originating from the FHF and monitor their differentiation into a specific cardiac cell
type, the left ventricular cardiomyocytes. This iPSC lineage tracing system will facilitate
significant advances in the study of chamber-specific cardiomyocytes in the context of
congenital heart diseases and in the development of novel hiPSC differentiation protocols.,
In a related 2021 study by Jung et al. [145], a Bradryury-mCherry knock-in reporter system
was generated in hiP5Cs using CRISFR. /Cas9 technology. Brachyury, a key transcription
factor in mesoderm formation, plays a critical role in the differentiation of mesodermal
lineages, including cardiac mesoderm. The introduction of the Brachyuri-mCherry reporter
gene into hiP5Cs enabled the researchers to track mesodermal differentiation, providing a
real-time tool for visualizing and assessing cell-type enrichment while also shedding light
on the dynamics of mesoderm specification and differentiation from hiP5Cs.

The following studies focus on the pre-gastrulation process in early embryonic devel-
opment, specifically the formation of primordial germ cells {(PGCs). This process involves
cellular commitment within the epiblast [146]. Several research groups are investigating
human gametogenesis using iP5Cs, often utilizing an intermediate stage known as In-
cipient Mesoderm-like Cells (iMeLCs) [147]. iMeLCs serve as a transitional phase in the
differentiation of hiPSCs toward the germ cell lineage, preceding the formation of human
primordial germ cell-like cells (hPGCLCs). hPGCLCs are more specialized cells that closely
resemble primordial germ cells. In their 2021 study [148], Kojima et al. used a reporter
hiP5C line engineered with BLIMPI,/PRDMI-2A-tdTomato and TEAP2C-2A-EGFP alkles
to examine the expression profiles of various oell types, including hiP5Cs, iMel.Cs, and
hPGCLCs, in xenogeneic reconstiluted ovaries. This reporter cell line, developed by Sasald
and colleagues [149], enabled the researchers to frack and analyze the dynamics of these
cells through different developmental stages and experimental conditions. The BLIMP1
reporter allele facilitated the visualization of cells expressing BLIMP], a crucial transcrip-
tion factor in germ cell development. The inclusion of the TEAP2C-2A-EGFP allele, which
likely marks a downstream target of BLIMP1 signaling, provided a comprehensive view
of cellular dynamics and lineage relationships during the differentiation of hiPSCs into
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germ cell-like cells. This approach offered valuable insights into the molecular mechanisms
govemning this differentiation process.

The utilization of iP5Cs carrying reporter alleles to track neurcectoderm lineages,
which include the neural tube and the neural crest lineages, involves specific genes and
markers indicative of ectodermal differentiation. Among these markers, NESTIN and
PAX6 are frequently used to denote neurcectoderm differentiation [150]. In a significant
advancement, Xu and colleagues [151] developed a human embryonic stem cell (hESC)
model incorporating a td-Tomato reporter at the PAX6 locus. This innovative approach
allows researchers to visually track PAX6 expression, a crucial step in understanding
ectodermal development. Complementing this, Lee et al [152] generated a NESTIN-EGFP
reporter hiPSC line, known as KSCBil(5A-1, using the CRISPR/ Cas technique. NESTIN
is a marker strongly associated with neural progenitor cells and indicates early neural
differentiation. The creation of the NESTIN-EGF P reporter hiP5C line enables real-time
monitoring of hiPSCs as they differentiate into neural lineages. The expression of EGFP,
driven by the NESTIN promoter, allows for the visualization of NESTIN-positive cells,
facilitating the tracking of neural progenitor cells as they develop into neurons and glial
cells. Further enhancing our understanding of neurcectoderm development, Yamashita
et al. [153] established a 5OX10 knock-in reporter hiPSC line to visualize neural crest cell
differentiation. S0OX10 is a critical transcription factor involved in the development of neural
crest cells, which differentiate into various cell types in the peripheral nervous system,
including neurons, glial cells, and melanocytes. By creating a knock-in reporter system
using SOX10, researchers can track the expression of S0X10 and observe the differentiation
of iPSCs into neural crest cells. This model offers significant insights into the dynamics of
neural crest cell specification and migration during embryonic development.

Recent research has made remarkable strides in understanding the surface ectoderm
domain, particularly through the work of Inomata et al. [154], who explored the LGRS gene
function. This gene is expressed in a variety of tissues and is crucial for multiple cellular
processes. In the context of skin, LGRS is linked to hair follicke stem cells [155] and plays a
role in bone remodeling and osbeogenesis [156-158]. Inomata and colleagues [154] specifi-
cally investigated LGR6 expression in nail stem-like cells derived from hiPSCs, finding that
these cells expressed both LGR6 mRMNA and protein, along with other markers typical of
nail stem cells. The LGRE-GFP hiPSCs were made to differentiate into limb organoids, and
notably, approximately 10 to 30% of these organoids exhibited green fluorescence signals,
with the proporton varying depending on the differentiation period. The immunofluc-
rescent staining of the cryosectioned digit organcids revealed co-localization of the GFP
and LGR6 proteins. GFP-expressing cells were isolated using cell sorting techniques and
subsequently formed spheres, which were injected subcutaneously into the shaved back
skin of mice. Twenty days post-transplantation, researchers observed relatively hard lump
tissue consisting of both host- and graft-derived cells. These chimeric regions included
host-derived vascular endothelial cells and red blood cells. Immunochistochemical analysis
further identified cells that were double-positive for human nuclear antigen and GFF, as
wall as regions that were positive for both KRT17 and KRT8, isotypes of human keratin,
highlighting the infricate differentiation capabilities and interactions of LGRé-expressing
cells in the development of surface ectodermal tissues.

3.2 hiP5Cs, Gene Editing, and Reporter Alldes in Disease Modeling

hiPSCs created by reprogramming adult somatic cells into a pluripotent state pro-
vide a valuable platform for investigating the molecular mechanisms involved in disease
progression [1559]. The emergence of gene-editing tools like CRISPR/ Cas® has further am-
plified the potential of hiF5Cs by enabling precise genetic modifications to establish disease
models and develop cell-based therapies [160]. Researchers can infroduce mutations or
correct genetic defects in hiP5Cs to investigate their effects on developmental pathways and
disease phenotypes [161], offering unprecedented insights into the molecular mechanisms
underlying human development and disease phenoty pes [162].
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The establishment of curated repositories of iF5Cs associated with specific diseases,
such as Alpha-1 Antitrypsin Deficiency, has been crucial in capturing the phenotypic
diversity of patient populations and advancing research in disease pathogenesis [163]. The
integration of multi-omics approaches in studying iFSC lines has significantly advanced
our understanding of the mutational burden in these cells, enabling better selection of iPSC
lines for disease modeling and transplantation therapy [164]. Additionally, gene-editing
technologies have enabled the correction of disease-causing mutations in patient-derived
iPSCs, offering a platform for generating isogenic control cellular models for studying
diseases like osteopetrosis and Huntington’s disease [165,166]. These advancements have
been pivotal in the development of targeted therapies.

On top of this all, reporter allele technology, an application of gene-editing platforms
previously discussed, enhances the utility of hiPSCs [167]. With reporter alleles, researchers
can monitor the activation of developmental pathsways and pinpoint crucial stages in
cell lineage specification and differentiation. In disease models, these reporters offer
insights into the impact of mutations or pathogenic conditions on cellular functions and
the dynamics of gene expression. This method aids in identifying potential therapeutic
targets and evaluating drug efficacy under controlled, reproducible conditions. Ultimately,
the integration of reporter alleles in hiP5Cs facilitates a seamless connection bebween
fundamental research and clinical applications, enriching our comprehension of intricate
biological processes and disease mechanisms. To illustrate this, we trace the evolution from
the early days of gene targeting in hiP5Cs to recent studies.

In 2009, Hockemeyer and colleagues published one of the pioneering studies on re-
perter alleles in human ESCs and iP5Cs [168]. Their research focused on the ZFN-mediated
gene targeting of two distinct genes in these cell types. One commeonly used reporter in
their study is GFP expression driven by the OCT4 promoter, which marks undifferentiated
pluripotent stem cells. This sy stemn has been utilized to monitor the maintenance of pluripo-
tency during the culture and differentiation of human E5Cs. Additionally, they generated
reporter cell lines of human ESCs and iPSCs for PITX3, a gene activated during differentia-
tion into dopaminergic neurons. This approach demonstrated that non-expressed genes
could also be targeted, which is beneficial for leveraging the differentiation capabilities of
pluripotent stem cells. Zou et al. [169] conducted a trailblazing study using a virus-free
system to achieve ZFN-enhanced gene targeting of the endogenous PIG-A gene with GFP
reporter gene in both human E5Cs and iPSCs. The PIG-A gene is crucial for the reten-
tion of multiple glycosyl-phosphatidyFinositolanchored proteins (GPI-APs) on the cell
surface and is mutated in hematopoietic stem cells from patients with the blood disorder
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH). The study successfully demonstrated the
gene targeting of an endogenous gene in human F5Cs, underscoring the potential of this
technique in disease-specific hiP5Cs for both research and dinical applications.

Ower the years, while maintaining a focus on disease modeling, therapeutic inter-
ventions, and the potential applications of cell therapies, Calatayud et al. [95] utilized
CRISPR /Cas? technology to develop the tyrosine hydroxylase (TH) reporter hiPSC line.
These cells express mOrange as a fluorescent marker inserted at the last exon of the TH
gene, enabling live imaging and isolation of dopaminergic neurons crucial for studying
Parkinson disease (PD} research and other neurodegenerative disorders. By deriving iP5Cs
from patient-specific cells and guiding them to become TH-positive dopaminergic neurons,
the study replicated disease-relevant cell types in vitro, facilitating investigations into PD)
pathogenesis and screening potential therapies. Unlike previous methods that often yielded
mixed neuronal cultures [170], this CRISPR/ Cas9 approach produces a homogeneous popu-
lation of TH-positive dopaminergic neurons. The mOrange re porter faithfully mirrors native
TH expression, facilitating direct visualization and isolation of TH-expressing cells in mixed
cultures. Additionally, the study employed calcium imaging to distinguish functional dif-
ferences between the dopaminergic and non-dopaminergic neurons in the ventral midbrain,
enhancing both live-imaging capabilities and the ability to purify specific cell populations
using flucrescence-activated cell sorting for further molecular and functional analyses.
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Another important goal is to generate early cardiomyocytes of specific regions of the
heart. The study by Bizy et al. [171] explores the use of a human ventricular myosin light
chain {(MYL2) reporter construct created using homologous recombination to identify early
ventricular cardiac myocy tes derived from hiFSCs. They found that MYL2 expression is a
reliable marker for hiP5Cs committed to the ventricular lineage, enabling the hiP5C-derived
cardiac myocytes differentiation with an early ventricular phenotype. This finding is crucial
for regenerative medicine as it offers a method to specifically isolate and identify early verr
tricular cardiac myocytes from hiFSCs. In the same vein, Chirikian and colleagues, in 2021,
utilized the CRISPR/ Cas9 system to infroduce fluomscent reporters into hiP5Cs, enabling
the isolation of atrial and ventricular-specific cardiomyocytes (CMs) [172]. This research
addresses a key challenge in current differentiation protocols, which often yield heteroge-
neous cell populations predominantly composed of ventricular-like CMs, To overcome this,
two chamber-specific reporter hiP5C lines were developed. In the MYL2-tdTomato reporter
line, the red fluorescent tdTomato was inserted just upstream of the 3’ untranslated region
of the MYL2 gene, effectively labeling ventricular-like Chs without interfering with the
endogenous gene funchon. Similarly, the SLN-CEP reporter line integrated Cyan Fluores-
cent Protein {CFP) dewnstream of the coding region of the atrial-specific gene Sarcolipin
{SLN}. These modifications alloswed the researchers to simultanecusly purify tdTomato+
and CFP+ CMs derived from a single hiPSC line using flow cytometry. This advancement
is significant for cardiac research, as it provides a precise method for isolating atrial- and
veniricular-specific ChMs from hiP5Cs, which is essential for studying heart development
and disease modeling, facilitating the precise isolation and characterization of specific
cardiac cell types for therapeutic applications.

Table 1 provides a concise expansion of the topics covered in the preceding paragraphs,
presenting key studies in disease modeling and understanding the foundations of critical
developmental prooesses relevant to disease contexts.

Table 1. Eey studies utilizing reporter alleles in hiPSCs for modeling development and phenotypes
of variotus diseases.

Temporal and partial inhibition of glioma-associated oncogene 1exerts
oligodendrocyte induction. recombination
Detecting the reactivation of silenced FMREI in cells of patients with fragile

Purpose Repoder Allele Flatiorn Used Reference

Homologous

OLIG2-GEP [173,174]

X syndrome. FMR1-Nluc CRISPR/Cas9 [175]

Track the specification of trophectoderm in early embryogenesis, CDX2-Veus TALEM= [17&])

e granue dymamice i POSL mtaed ale o FUSGFP CRSPR/CaS (7]

Functicn of f pancreatic @lls and developing motor neurons, NEX&1-GFP CRISFR/Cas0 [178]

FPurification of smooth musidceﬂ]}:cmﬂuﬂf of muscle physiclogy ACTALCED CRISPR/Casd [174]
Cartilage tissue engineering for regenerative therapies for joint injuries and diseases. COL241-GFP CRISFR/ Cas0 [180,181]

Punction of o pancreatic calls. ARX-CFP CRISPR/Cas9 [152]

Development of my ogenic precursors of satellite cells. PAX-7-Venis CRISPR/Casd [153]

Medelling human chondrodysplasias caused by mutations in TRPVL SOXdTomako CRISPR/ Cas9 [95]

Study of liver fibrosis progression using hepatic stellaie cells derived from hiPSCa. ACTAZ-RFP CRISPR/Casd [154]

Track the cardiac differentiation process. NEX2-5-GFP TALEN= [185]

hodelling myriad disorders in patients with Down syndrome. AAVSI-GFP ZFNs [154]

Purification nfaem:;ive_mm for the study of T 2-GFP CRISPR,/Casd [167]

Study and therapeutic application for skeletal muscle function. ACTA1-4dTomato CRISFR,/Cas [189)

Target insulin influence on the differentiation process of endocrine pancreatic aells. INS-Cherry CRISFR/ Cas9 [159]
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Another significant application of the reporter alleles in hiP5Cs merges concepts
and insights from developmental biclogy and disease pathogenesis. This application
focuses on the advanced study of drugs and the identification of novel therapeutics for
patients. As we previously discussed, the utility of hiPSCs in drug screening is especially
notable because they favor the formation of multicellular spheroids or organoids and
can produce unlimited disease-specific cells from patient-derived samples, transforming
traditional drug-development methods by enabling a personalized approach to assessing
drug efficacy and toxicity [190]. hiPSCs have shown to be superior to hESCs and animal
models in disease modeling, drug screening, and cell replacement therapy, highlighting
their effectiveness in advancing pharmacological discovery [191]. For instance, the use
of patient-specific hiP5Cs for ex vivo modeling of cardiovascular disorders has proven
their potential in cardiovascular regenerative medicine, demonstrating the versatility and
effectiveness of hiP3C technology in therapeutic advancements [192]. This becomes evident
when we consider the numerous studies forused on cardiovascular research, as discussed in
previous paragraphs. However, significant gaps remain, and the number of studies utilizing
reporter alleles for drug development, toxicity testing, and other areas is still limited. Most
reports on iPSC-based compound screens utilize targeted screening approaches with a
limited number of known or predicted disease modulators. This likely reflacts the inherent
dl.al]enges in generating disease-relevant cell ty pes at high scale and purity for larger-scale
screening efforts. Therefore, more research is necessary to fully hamess the potential of
hiPSC reporter lines and 3D cell culture in advancing pharmacological discovery and
ensuring their effective application in these fields.

4. Conclusions

The integration of reporter alleles into hiPSCs using several gene-editing technologies
has revolutionized developmental biclogy, disease modeling, and pharmaceutical research.
Precisely incorporating reporter genes into specific hiFSC lod enables continuous monitor-
ing of cellular differentiation and fate, both in vitro and in vivo post transplantation. These
reporter hiP5Cs maintain essential pluripotent stem cell properties, facilitating detailed
investigations into the developmental processes and the effects of genetic mutations on
cellular behavior. Additionally, introducing reporter alleles into hiPSCs from patients
with specific disease phenotypes allows dynamic tracking of genetic corrections using
CRISPR/Cas? or other platforms, ensuring precise mutation correction and simplifying
the creation of isogenic controls for disease modeling. Notably, lineage-specific reporters
in hiPSCs can play a key role in enriching or isolating differentiated cells, which is par-
ticularly important in preclinical in vivo studies. This ensures that no uncommitted cells
remain in the cell pool, which could otherwise lead to tumor development after injection
or transplantation. Standardized reporter hiP5C lines, rapidly generated and validated
through several protocols discussed here, form a robust foundation for creating databases
that catalog drug responses and mutation effects across various cell types with consistent
gene tic backgrounds. This advancement significantly enhances iPSC-based drug screening
and discovery efforts.

In the future, ameliorated gene-editing techniques focused on creating reporter cell
lines within hiP5Cs are necessary for substantial advancements. Emerging technologies,
like base editing, prime editing, and CRISPR-based multiplexing, promise to fill this gap
and streamline the creation of sophisticated reporter systems. These systems not only moni-
tor gene expression dy namics but also track cellular differentiation and response to external
stimuli with unprecedented accuracy. Innovations in synthetic biology, including Al and
machine learning, as well as the extrapolation of CRISPR systems and advanced delivery
methods, are poised to expand the repertoire of available reporter cell lines, facilitating
their application across diverse research and clinical settings. As these methodologies
evolve, the future of reporter cell lines in iPSCs appears increasingly promising, steadily
driving breakthroughs in both fundamental biology and therapeutic development.
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CAPITULO 2

Geragao de linhagens de hiPSC SOX17-RFP ¢ PRDMI-GFP por meio da
tecnologia CRISPR/Cas9
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1. INTRODUCAO E BREVE REVISAO DE LITERATURA

O emprego de células-tronco em pesquisas relacionadas a reprodu¢do humana avanga
de maneira consistente ao longo dos anos. Existem diversos estudos que procuram encontrar
alternativas para geragdo de gametas e células de suporte aos gametas in vitro, visando auxiliar,
sobretudo, pacientes que enfrentam problemas de fertilidade. Em modelos murinos, ha uma
miriade de estudos que fornecem protocolos eficientes para a geragdo de gametas funcionais a
partir de células-tronco embrionarias (ESCs, do inglés embryonic stem cells) ou células-tronco
de pluripoténcia induzida (iPSCs,) (Zhang et al., 2020), havendo, inclusive, confirmac¢do da
produgdo de proles viaveis e férteis obtidas a partir da fertilizagdo destes gametas gerados in
vitro (Li Z. et al., 2018). Por consequéncia, diversos grupos de pesquisa procuram estabelecer

estratégias semelhantes para gerar gametas humanos em laboratorio.

Embora ja existam relatos da geracdo de células humanas semelhantes as células da
linhagem germinativa, tanto para individuos do sexo feminino quanto masculino (Saitou, 2021),
ainda existem limita¢des que residem, sobretudo, no estabelecimento de células comprometidas
com a divisdo meidtica (Yamashiro et al., 2018). Esse comprometimento se da, em especial,
pela associagdo das células da linhagem germinativa com as células somaticas das gonadas
(Piprek et al., 2016). Em individuos do sexo masculino, as células de Sertoli fornecem o suporte
estrutural e metabolico para o comprometimento e a diferenciagdo de gonocitos em
espermatogonias e a subsequente especializagdo em espermatozoides (O’Donnell et al., 2022).
Nos individuos do sexo feminino, as células da granulosa estabelecem contato mutuo e direto
com as oogonias a fim de coordenar o desenvolvimento e a capacitacdo do gameta para a meiose
e a subsequente especializagdo em oocitos ao longo da gametogénese feminina (Coxir et al.,

2023).

Yamashiro et al., 2018 reportaram a geracdo, em cultura, de células semelhantes as
células germinativas primordiais humanas (hPGCLCs, do inglés human primordial germ cells
like-cells) a partir de hiPSCs derivadas da linhagem hematopoiética: induziram inicialmente a
formacdo de células incipientes semelhantes a mesoderma (iMeLCs, do inglés incipient
mesoderm like-cells) e, posteriormente, promoveram a diferenciacdo de iMeLCs em hPGCLCs
por meio da formagdo de esferoides, em um sistema de cultura tridimensional. Essas células
foram co-cultivadas, em sequéncia, com células da granulosa obtidas de ovarios de embrides
de camundongos, em um protocolo com baixa eficiéncia de geracao de células comprometidas

com a meiose — presumiveis oocitos primarios — conforme os proprios autores reportam neste
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e em estudo subsequente (Yamashiro et al., 2020). Hipotetiza-se que essa limitacdo reside,
sobretudo, na falta de compatibilidade entre células da granulosa murinas e as células
semelhantes as células germinativas primordiais humanas geradas. Além disso, esta ¢ uma
alternativa controversa para a geracdo de um futuro tratamento aplicado, uma vez que cultivos
xenogénicos ndo se concretizam como padrao-ouro para terapias celulares voltadas a medicina

humana.

Uma etapa essencial para facilitar e aprimorar protocolos de geragao de hPGCLCs ¢ o
uso de linhagens carreando alelos repdrteres em genes chaves das vias de diferenciacao,
permitindo a deteccdo rapida e precisa de células de interesse. O gene SOX17, localizado no
cromossomo 8 humano, codifica uma proteina essencial para a especificacdo e manutengao de
células germinativas primordiais humanas (PGCs), em associacdo a proteina PRDMI (Luo et
al., 2023; Kojima et al., 2021; Irie et al., 2015). SOX17 ¢ crucial para a ativagdo da expressao
de PRDM]I e atua em conjunto com TFAP2C para prevenir a diferenciagdo em linhagens
mesodérmicas e neurais (Gkountela et al., 2015). Durante a especificacdo de PGCs humanas,
SOX17 promove a expressdo de genes endodérmicos enquanto reprime genes somaticos,
garantindo a ado¢do do destino germinativo (Jostes et al., 2020; Nettersheim et al., 2016). Essa
interagdo ¢ caracterizada por uma relagao exclusiva com SOX2, que precisa ser reprimido para
a diferenciagdo eficiente de PGCs (Yao et al., 2022). A dindmica entre SOX17 ¢ PRDM]I
participa também da transi¢ao de células-tronco pluripotentes para endoderma definitivo, além
da inducao da especificagdo de PGCs (Irie et al., 2024; Landshammer et al., 2023; Tang et al.,
2022).

Dada a relevancia dessas interagdes, propomos o desenvolvimento de linhagens com
reporteres fluorescentes para SOXI7 e PRDMI, visando monitorar em tempo real a
diferenciagdo e comportamento de hPGCLCs. Essas ferramentas possibilitardo analises
detalhadas de interacdes celulares, comportamento dindmico e padrdes de expressio em
diferentes condi¢des experimentais, promovendo o refinamento de protocolos para a geragao

de gametas humanos in vitro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Células empregadas no projeto

A linhagem de hiPSCs (hiPSC71 46, XX) foi cedida pelo LaNCE-USP, ¢ foi derivada
de eritroblastos. A inducdo a pluripoténcia foi desempenhada por meio do uso de vetores
epissomais contendo os genes OCT4, SOX2, KLF4, cMYC e LIN28, além do adjuvante SV40-
T, que foram nucleoporados aos eritroblastos seguindo procedimentos padronizados pela equipe
do LaNCE-USP. Todo o procedimento de caracterizagao foi conduzido por profissionais do

LaNCE-USP, assim como todas as diretrizes éticas foram tramitadas no ambito da USP.
2.2. Cultivo de hiPSCs

O cultivo de hiPSCs segue protocolos rigorosos para assegurar a viabilidade celular e
a manutencdo da pluripoténcia. Nossa abordagem incorpora adaptacdes de técnicas
estabelecidas, permitindo a realizacao de experimentos consistentes e reproduziveis. Todos os
procedimentos de cultivo das hiPSCs sdo feitos utilizando o meio E8® (Gibco) suplementado
com 10% de meio mTeSR® (StemCell Technologies). A este meio damos o nome de meio E8
completo. Esta formulacao foi sugerida pelos pesquisadores do LaNCE-USP, assim como todos

os demais procedimentos de cultivo relatados nos proéximos topicos.

Os volumes utilizados para o cultivo em diferentes formatos de placas variam
conforme o nimero de poc¢os. Em placas de 6 pogos, utiliza-se 1 mL por poco; em placas de 12
pogos, 500 uL por pogo; em placas de 24 pocos, 500 uL por pogo; em placas de 48 pocos, 200
uL por poco; e em placas de 96 pocos, 100 pL por poco. Na maioria dos experimentos,
utilizamos placas de 35 x 10 mm suportadas por uma placa de petri de 100 x 20 mm. Essa
configuragdo reduz a manipulacdo direta das placas onde as hiPSCs sdo cultivadas,
minimizando riscos de contaminacdo. As placas de cultivo sdo tratadas previamente com
Geltrex 1% (Gibco) diluido em meio E8 base ou DMEM-F12 (Gibco). A solugdo ¢ distribuida

nas placas e incubada por pelo menos 1 hora em incubadora a 37 °C 5% CO..

O suplemento RevitaCell™ 100X (Gibco) ¢ utilizado para melhorar a viabilidade das
hiPSCs, sendo especialmente eficaz em passagens, centrifugacdes diversas € na recuperagao
pos-descongelamento. Ele contém um inibidor seletivo da via Rho-cinase e moléculas
antioxidantes que minimizam o estresse celular e melhoram a adesdo das células as placas,
inibindo, por consequéncia, a apoptose. Este suplemento € composto por materiais

quimicamente definidos e livres de origem animal, garantindo consisténcia e seguranca no
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cultivo feeder-free. Basicamente, utilizamos 10 pL de RevitaCell a cada mL de meio ES8

completo, guardando as proporg¢des para diferentes volumes empregados em experimentos.

Para descongelar as hiPSCs, o criotubo ¢ retirado do nitrogénio liquido e mantido em
temperatura ambiente até iniciar o descongelamento. Adiciona-se 1 mL de meio E8 completo
suplementado com RevitaCell, utilizando uma pipeta soroldgica. O conteudo do criotubo ¢
suavemente transferido para 2 mL adicionais de meio E8 completo + RevitaCell em um tubo
conico de 15 mL. O criotubo ¢ lavado com 1 mL extra de meio E8 completo + RevitaCell, e o
conteudo ¢ adicionado ao mesmo tubo. A suspensao ¢ centrifugada a 200 * g por 4 minutos. O
sobrenadante ¢ descartado e o pellet é ressuspenso em 1 mL de meio E8 completo + RevitaCell.

As células sao plaqueadas ¢ incubadas a 37 °C 5% CO..

O meio E8 completo é renovado diariamente. As trocas de meio consistem na remogao
do meio metabolizado, lavagem com PBS 1X aquecido a 37 °C e subsequente remog¢ao do

conteudo da placa. Em seguida, o meio E8 completo fresco ¢ adicionado ao poco.

Para a passagem das células, utilizamos trés metodologias distintas, escolhidas
conforme a finalidade do experimento. Durante os periodos de expansao das hiPSCs, adotamos
o método com Versene 0.5X (Gibco) (EDTA 0,24 mM em PBS 1X). Esse procedimento ¢ ideal
para preservar pequenos grupos de células, garantindo a comunicagao célula-célula, crucial para
a manutencao da pluripoténcia e da viabilidade celular. Para este proposito, remove-se 0 meio
metabolizado e lava-se com PBS 1X aquecido. Adiciona-se 1 mL de Versene 0.5X, seguido de
incubagdo a 37 °C 5% COz por 3 minutos. O Versene ¢ removido, € o meio E8 completo ¢
adicionado em volume dobrado por gotejamento. As colOnias sdo raspadas suavemente com
pipeta sorologica de 5 mL e transferidas para uma nova placa. Adiciona-se RevitaCell aos pogos

apods o procedimento.

A passagem com StemPro® Accutase (Gibco) ¢ feita com o intuito de obter suspensdes
de células individualizadas, o que ¢ essencial para procedimento como contagem de células
para plaqueamento. Para isso, remove-se o meio metabolizado, lava-se com PBS 1X e adiciona-
se 500 puL de Accutase, incubando por 6 minutos a 37 °C 5% CO». A Accutase ¢ inativada com
o dobro do volume de meio E8 completo. A suspensado € entdo transferida para um tubo conico
de 15 mL. Neste momento, adicionamos RevitaCell a suspensao antes da centrifugacao, visando
a sobrevida destas células. A suspensao ¢ centrifugada a 200 * g, por 4 minutos e o pellet é
ressuspenso em 1 mL de meio E8 completo. As células sdo homogeneizadas suavemente,

contadas, plaqueadas e suplementadas com RevitaCell.
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A passagem com ReLeSR® (StemCell Technologies) visa a passagem seletiva de
células de fato pluripotentes, sobretudo quando se nota a presenga de areas de diferenciagdo
espontanea nas placas, fato comumente relatado em cultivos de hiPSCs, porém raro em nosso
laboratorio. Para isso, remove-se o meio metabolizado, lava-se com PBS 1X e adiciona-se 1
mL de ReLeSR. Incuba-se por 1 minuto a temperatura ambiente. O ReLeSR ¢ removido e a
placa ¢ mantida assim por 8 minutos. Adiciona-se meio E8 completo por gotejamento, agitam-
se as placas e as colonias que se soltam neste processo sao coletadas e transferidas para novas

placas. Apos este procedimento, ¢ feita a suplementacao com RevitaCell.

Para criopreservar as hiPSCs, procedemos de forma semelhante a passagem com
Versene. Remove-se o0 meio metabolizado, lava-se com PBS 1X ¢ adiciona-se 1 mL de Versene
e as placas sdo incubadas por 3 minutos a 37 °C. O Versene ¢ descartado, e o meio E8 completo
¢ adicionado para soltar as colonias. As células sdo raspadas, transferidas para um tubo conico
de 15 mL e centrifugadas a 200 * g por 4 minutos. O pellet € entdo ressuspenso em meio de
congelamento composto por 90% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma) resfriado. Aliquotas de 1 mL sdo transferidas para criotubos, que sdo
colocados em recipiente Mr. Frosty (Nalgene) e mantidos a -80 °C por 48 horas. Posteriormente,

os criotubos sdo transferidos para nitrogénio liquido.
2.3. Microscopia Eletronica de Transmissao

A andlise da ultraestrutura das hiPSCs foi realizada utilizando microscopia eletronica
de transmissao, seguindo orientagdes do Centro de Microscopia da UFMG. As células foram
cultivadas conforme as condic¢des descritas na se¢do 2.2, e se encontravam em passagem #24.
No dia da fixagdo, o meio utilizado para lavar as células foi previamente aquecido a 37 °C em
incubadora de CO, para garantir um tamponamento adequado. Para a fixagdo primaria, as
células, ainda aderidas a superficie de cultivo, foram tratadas com fixador de Karnovsky
modificado, composto por 2% de paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido em tampao fosfato,
por 45 minutos em temperatura ambiente. Apos esse periodo, o fixador foi removido e as
hiPSCs armazenadas em tampao fosfato a 4 °C até a proxima etapa. A fixacao secundaria foi
realizada diretamente nas placas de cultivo, utilizando tetroxido de 6smio (OsO4) a 2% por 2
horas em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram raspadas das placas de cultura
com uma espatula estéril, transferidas para microtubos e centrifugadas até a formac¢ao de um

pellet.
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O contraste inicial foi realizado no pellet celular com acetato de uranila a 2% em uma
solugdo aquosa contendo 13,3% de sacarose. As amostras permaneceram nessa solugdo a 4 °C
durante a noite, garantindo um contraste eficiente. Ap6s o contraste, as amostras foram lavadas
e desidratadas gradualmente com etanol em concentragdes de 70%, 80%, 90%, 95% e 100%,
com imersdes de 10 minutos em cada concentragdo. A desidratagdo foi finalizada com
tratamento de 20 minutos com acetona pura para remover a agua residual. O pellet desidratado
foi embebido em resina de baixa viscosidade Spurr® (EMS), processo realizado em vérias
etapas para assegurar a infiltragdo uniforme ao material celular. As amostras foram

polimerizadas em estufa a 60 °C por 24 horas, formando blocos rigidos prontos para corte.

Os blocos de resina foram submetidos a semifinagem para identificar as areas de
interesse, e cortes ultrafinos de 70 nm de espessura foram obtidos utilizando um ultramicrétomo
Leica EM UCT7. Os cortes foram colocados em grades de cobre e contrastados com citrato de
chumbo a 0,02 M para proporcionar maior defini¢ao estrutural. As amostras contrastadas foram
analisadas em microscopio eletronico de transmissao Tecnai G2-12 (Thermo Fisher Scientific),

e as imagens foram capturadas para avaliacdo detalhada da ultraestrutura das hiPSCs utilizadas.
2.4. Imunofluorescéncia para o painel de pluripoténcia

Para a caracterizagao fenotipica das hiPSCs utilizadas neste estudo, essas foram
submetidas a marcagdo de proteinas reconhecidas como marcadores-chave de pluripoténcia. As
hiPSCs, em passagem #25, foram cultivadas em placas de 48 pocos em condi¢des padrdes e,
posteriormente, submetidas a protocolo de imunofluorescéncia utilizando-se o Embryonic Stem
Cell Marker Panel (Abcam). Inicialmente, o meio de cultura foi removido, e as células foram
lavadas com PBS 1X. Em seguida, as células foram fixadas com solucao de paraformaldeido
(PFA) a 4% em PBS 1X por 20 minutos a temperatura ambiente. Apos a fixacdo, o PFA foi

removido, e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X, com intervalos de 5 minutos.

Para a permeabilizacao, foi utilizada uma solugao de Triton X-100 (Sigma) a 0,3% (30
uL de Triton X-100 diluidos em 10 mL de PBS 1X), incubando as células por 30 minutos a
temperatura ambiente. A solugdo de permeabilizacdo foi removida, seguida de trés lavagens
com PBS 1X por 5 minutos cada. O bloqueio antigénico foi realizado com PBS 1X contendo
Tween 20 (Sigma) a 0,1% suplementado com 1% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma).
As células foram incubadas nessa solugdo por 1 hora a temperatura ambiente. Apds o bloqueio,

a solugdo foi removida, e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X por 5 minutos.
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A marcagdo com os anticorpos primarios anti-OCT4 (rabbit 1gG, 1:500), anti-NANOG
(rabbit 1gG, 1:500), anti-TRA-1-60 (mouse IgM, 1:250), anti-SOX2 (rabbit 1gG, 1:250), anti-
SSEA4 (mouse 1gG, 1:100) foi realizada em cada um dos pocos selecionados para o
experimento. Nos pogos controles, foi adicionada apenas a solucao de bloqueio, sem o anticorpo
primario, para controle por omissdo. As dilui¢des dos anticorpos foram realizadas conforme
padronizagdes prévias em nosso laboratdrio. As células foram incubadas overnight a 4 °C. No
dia seguinte, o anticorpo primario foi removido, e as células foram lavadas trés vezes com PBS

1X por 5 minutos.

Em seguida, foi realizada a marcacdo com anticorpos secundarios especificos as
origens de cada anticorpo primario, utilizando uma dilui¢do de 1:375 em solu¢do de bloqueio.
As células foram incubadas com o anticorpo secundario por 2 horas a temperatura ambiente.
Foram utilizados os anticorpos Alexa Fluor™ 488 donkey anti-rabbit (Invitrogen) e Alexa
Fluor™ 633 goat anti-mouse (Invitrogen). Apos a incubagdo, o anticorpo secundario foi
removido, seguido de trés lavagens com PBS 1X por 5 minutos. A coloragdo nuclear foi feita
com DAPI (1 pg/mL), incubando as células por 5 minutos. Apds a coloracao, o DAPI foi
removido, e as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X por 5 minutos. Finalmente, as
células foram montadas utilizando 200 pL do meio de montagem Fluoromount G (Invitrogen).
Para obter as imagens, utilizamos o equipamento Cytation 5 (Biotek), que possui filtros para

todos os fluoréforos empregados neste experimento.
2.5. Cariotipagem

A fim de atestar a estabilidade genética das células empregadas no estudo, realizamos
a cariotipagem das mesmas. As hiPSCs, em passagem #25, foram cultivadas conforme os
padrdes até aqui indicados por 3 dias até atingirem 70-80% de confluéncia, garantindo uma
proporcao ideal de células em proliferacdo. No dia da coleta, as placas de cultura foram lavadas
com PBS 1X estéril a 37 °C para remover residuos e manter a integridade do cultivo. Para
interromper as células na fase de metafase, foi adicionado o reagente KaryoMAX™
Colcemid™ (Gibco) (2 pL/mL de meio de cultura) diretamente as placas. As células foram
incubadas por 18 minutos a 37 °C 5% COa. Esse periodo foi cuidadosamente monitorado para
evitar contracdo excessiva dos cromossomos, garantindo visualizacdo clara dos cromossomos.
O meio contendo a Colcemida foi transferido para tubos conicos de 15 mL. As hiPSCs foram
liberadas utilizando StemPro® Accutase (Gibco), coletadas e centrifugadas a 300 * g por 10

minutos para formagao de um pellet.
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Ap0s descartar o sobrenadante, as células foram submetidas a uma solugao hipotonica
de KCl1 0,075 M (pré-aquecida a 37 °C), sendo incubadas por 15 minutos para promover o
ingurgitamento das células e facilitar a separacdo dos cromossomos. As hiPSCs foram entao
fixadas utilizando fixador de Carnoy (3:1, metanol:acido acético), adicionado gota a gota para
evitar choque osmotico. O processo de fixagdo foi repetido trés vezes, com lavagens e
homogeneizagdo suaves entre cada etapa, para eliminar células ndo metafasicas e garantir uma
preparagao cromossomica de qualidade. A suspensao celular foi cuidadosamente dispensada em
laminas de vidro, deixando-a cair em gotas de uma altura de aproximadamente 10 cm visando
promover o espalhamento dos cromossomos. As laminas foram aquecidas a 60 °C por 1 hora

para secagem completa. Em seguida, foram submetidas ao processo de bandeamento G.

Para o bandeamento G, as ldminas foram envelhecidas por 24 horas em estufa a 60 °C.
As laminas envelhecidas foram tratadas com tripsina a 0,025% por 15 segundos, seguida de
neutralizagdo em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e
coradas com Giemsa a 2% por 1 minuto. Apos enxague em agua corrente e secagem ao ar, as
laminas foram montadas com Entellan e laminulas, e seguiram para avalia¢cdo. Os cromossomos
foram analisados sob microscopio 0ptico Apotome 2.0 (Zeiss) com lente de imersdo 100X. Para
identificacdo do caridtipo, os padrdes de bandeamento foram avaliados e comparados com as
descri¢des presentes na literatura académica, permitindo a identificag@o de possiveis anomalias

estruturais ou numéricas. Uma metéafase foi selecionada para montagem do cariograma.
2.6. Viabilidade celular mediante a administracio de diferentes drogas

Os ensaios de viabilidade celular empregados neste estudo foram feitos utilizando o
reagente CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega). O método baseia-se na capacidade das
células vivas de converter o corante redox resazurina em resorufina, que emite fluorescéncia.
Células inviaveis perdem rapidamente sua capacidade metabolica e, portanto, ndo geram sinal

fluorescente.

Inicialmente, investigamos o comportamento da nossa linhagem de hiPSCs por meio
da andlise da curva de morte celular apds a administracdo de antibioticos seletivos, visando sua
posterior utilizagao na sele¢do de células geneticamente modificadas. Para esse experimento,
hiPSCs na passagem #24 foram subcultivadas em placas de 96 pogos previamente recobertas
com Geltrex® (Gibco) e cultivadas em meio E8 completo, suplementado com RevitaCell™

(Gibco). Apds a contagem celular utilizando azul de Trypan (Nova Biotecnologia), foram
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semeadas 10* células por pogo, em um volume total de 100 puL por pogo, que foram e incubadas

por 24 horas

Os farmacos blasticidina (Invitrogen) e puromicina (Sigma) foram dissolvidos em PBS
1X, para obter uma solucdo estoque a 1000 pg/mL. Dilui¢des seriadas dos antibidticos foram
preparadas em meio E§ completo, resultando em concentragdes finais variando de 50 pg/mL a
0,1 pg/mL. Cada diluicao foi adicionada aos respectivos pogos da placa, seguida de incubagdo
por 48 horas. Os experimentos foram conduzidos em quatro replicatas técnicas para cada
concentragdo de antibidtico. Foram incluidos dois grupos controle: um sem exposicao a
farmacos e outro sem células, permitindo a determinagao do ruido de fluorescéncia do meio na
placa. Apds esse periodo inicial, 0 meio foi renovado, ¢ a administragdo das diferentes

concentracgdes de blasticidina e puromicina foi repetida a cada 48 horas, por um total de 8 dias.

Para avaliar a viabilidade celular apo6s este periodo, foram adicionados 10 pL de
CellTiter-Blue® a cada pogo, com agitagio da placa para homogeneiza¢io, seguida de
incubacdo por 4 horas, protegendo a placa da luz. A fluorescéncia foi entdo medida utilizando
o equipamento Cytation 5 (Biotek) com excitagdo em 560 nm e emissdo em 590 nm. Os
resultados obtidos foram analisados para determinar a concentragdo letal de blasticidina e
puromicina, servindo como guia para a futura aplicacdo nas hiPSCs editadas para genes de

resisténcia aos antimicrobianos.

Em outra vertente, realizou-se ensaios de viabilidade celular em hiPSCs expostas a
dois farmacos reconhecidos como adjuvantes no processo de insercdo génica sitio-dirigida: o
Acido Valproico (VPA) e 0 AZD 7648. O VPA é um inibidor conhecido de histona desacetilase
(HDAC) que desempenha um papel importante na remodelacdo da cromatina, aumentando a
acessibilidade do DNA as nucleases, como as utilizadas pelo sistema CRISPR/Cas9. Esse
farmaco tem sido amplamente utilizado para melhorar a eficiéncia e precisdo das modificagdes
genéticas, principalmente em células pluripotentes. O AZD 7648 ¢ um inibidor seletivo da via
PI3K que regula processos celulares criticos, como crescimento, sobrevivéncia e resposta ao
estresse. A inibicao da via PI3K pelo AZD 7648 foi associada a uma redu¢ao do estresse celular
e da ativagdo de mecanismos de reparo imprecisos, o que pode beneficiar a eficiéncia da edigao
génica ao favorecer o reparo dirigido por homologia (HDR). A combinagdo desses dois
farmacos visa potencializar os efeitos benéficos de ambos os mecanismos, otimizando

protocolos de edi¢dao génica em hiPSCs (Leal et al., 2024).
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Para avaliar os impactos dessas drogas na viabilidade celular, hiPSCs foram
plaqueadas em densidade de 10 células por pogo em placas de 96 pogos, totalizando trés placas
em passagem #32 para os experimentos. Cada grupo experimental foi submetido a condi¢des
idénticas no inicio do experimento, com os seguintes tratamentos: controle (sem farmacos),
VPA (10 uM) (Sigma), AZD 7648 (0,5 uM) (Tocris) e a combinacdo de VPA e AZD 7648 (10
uM e 0,5 uM, respectivamente). Essas concentracdes foram estabelecidas conforme os
trabalhos de Takayama et al., 2017 e Selvaraj et al., 2024, respectivamente. Para cada condig¢ao
experimental, foram realizadas oito replicatas técnicas por tempo de analise. Além disso, em
cada placa experimental, uma fileira de pocos sem células foi incluida como controle de

fluorescéncia de fundo.

Os farmacos foram administrados no Dia 1 do experimento, apds a adesao celular, ¢ a
viabilidade celular foi avaliada em trés tempos distintos: 24, 48 e 72 horas apos a exposi¢ao as
drogas. Para a mensuracdo da viabilidade, também utilizamos o CellTiter-Blue® Cell Viability
Assay (Promega). A fluorescéncia foi lida por meio do equipamento Cytation 5 (Biotek) com
excitagdo em 560 nm e emissdo em 590 nm, sendo os valores obtidos corrigidos pelo ruido de
fundo dos pogos sem células. Essa abordagem nos forneceu dados quantitativos sobre a
capacidade de sobrevivéncia e metabolismo das hiPSCs em cada condi¢do experimental,

possibilitando comparar os efeitos farmacodinamicos do VPA e AZD 7648 e sua combinagao.
2.7. Avaliacao da proliferacao celular em células tratadas com VPA e AZD 7648

Para avaliar a proliferacdo celular apos a administracdo do VPA e do AZD 7648,
utilizou-se o kit Click-iT® EdU Alexa Fluor® 488 Imaging (Invitrogen). Este kit permite a
deteccao precisa de células em fase de sintese de DNA por meio da incorporagdo do nucleosideo
analogo EdU (5-etinil-2’-desoxiuridina). As hiPSCs em passagem #32 foram cultivadas em
placas de 12 pogos, com um volume total de 500 pL de meio em todas as etapas experimentais.
No dia 0 do experimento, as células foram plaqueadas a uma densidade inicial de 10° células
por poco. Foram incluidos quatro grupos experimentais: controle (sem farmacos), tratamento
com VPA, tratamento com AZD 7648, e tratamento combinado (VPA + AZD 7648), utilizando
as mesmas concentracdes previamente determinadas no experimento de viabilidade celular. A
proliferacdo celular foi avaliada em trés tempos distintos: 24, 48 e 72 horas apds a administragao
dos tratamentos. Nos tempos estabelecidos, as células receberam uma solucdo de EdU a
concentracao final de 10 uM preparada em meio E8 completo. Para tal, metade do volume de

meio no pocgo (250 pL) foi removida e substituida por 250 puL da solugdo de EdU em ES,



64

totalizando novamente 500 pL por pogo. As células foram incubadas por 4 horas em incubadora

a37°C 5% de COa.

Ap6s a incubacdo, as células foram fixadas com PFA a 4% em PBS 1X por 15 minutos,
seguidas de duas lavagens com PBS 1X contendo 3% de BSA. Em seguida, a permeabilizagido
foi realizada utilizando Triton® X-100 a 0,5% em PBS 1X por 20 minutos. As células foram
novamente lavadas com PBS 1X + 3% BSA antes da etapa de deteccdo. O EdU incorporado
foi detectado por meio do coquetel de reagdo fornecido pelo kit, preparado conforme as
instrugdes do fabricante. Para isso, 500 uL do coquetel de reacdo foram adicionados a cada
poco, e as células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente, protegidas da luz.
ApOs essa etapa, as células foram lavadas com PBS 1X + 3% BSA e incubadas com 500 pL de
solugdo de Hoechst diluido em PBS 1X (1:2000) por 30 minutos, visando a marcagdo nuclear.
Apds a marcagdo, as hiPSCs foram lavadas duas vezes com PBS 1X, e 500 pL de PBS 1X
foram adicionados a cada pogo para preservagdo antes da analise. A fluorescéncia foi avaliada
utilizando o equipamento Cytation 5 (Biotek), com excitagdo/emissdo nos comprimentos de
onda especificos do fluoréforo Alexa Fluor® 488 (495/519 nm). Imagens representativas foram
capturadas, e a intensidade de fluorescéncia foi quantificada para avaliar e comparar os niveis

de proliferagdo celular entre os diferentes grupos experimentais e periodos de analise.
2.8. Indu¢ao a endoderma definitivo

A inducdo ao endoderma definitivo foi realizada com o objetivo de estabelecer
condi¢des de cultivo que promovam a ativagdo da expressao dos genes SOXI17 e PRDM]I.
Embora o foco principal de nossas pesquisas seja o uso de linhagens reporteres para o estudo
da oogénese in vitro, protocolos comerciais ja disponiveis permitem a induc¢do simultanea
desses marcadores durante a diferenciagdo de hiPSCs em células do endoderma. Essa
abordagem oferece uma alternativa pratica para visualizar a expressdo dos genes de interesse,
evitando a necessidade de induzir as hiPSCs a hPGCLCs, um processo significativamente mais

caro e laborioso em comparacao a indu¢do a endoderma.

Para padronizar a inducdo ao endoderma definitivo, foram utilizadas hiPSCs ndo
modificadas geneticamente na passagem #29. As cé€lulas foram cultivadas em condi¢des
otimizadas até atingirem a confluéncia ideal para subcultivo. A dissociacdo celular foi realizada
utilizando Accutase, ¢ as células foram contadas para plaqueamento. As hiPSCs foram
semeadas em 16 pocos de uma placa de 48 pogos, com densidade de 4 x 10* células por pogo.

8 pocos foram destinados a indu¢do ao endoderma (grupo de inducdo) e os outros 8
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permaneceram como hiPSCs (grupo controle). No dia seguinte ao plaqueamento (Dia 0), pogos
representativos de ambos os grupos foram fotografados. Em seguida, iniciamos o processo de
induc¢do ao endoderma utilizando o PSC Definitive Endoderm Induction Kit (Gibco), composto
por dois Meios de Inducao, A e B. O meio E8 foi removido de todos os pogos, as células foram
lavadas com PBS 1X, e 200 puL do Meio de Inducdo A foram adicionados aos pogos do grupo
de indugdo. Paralelamente, os pogos do grupo controle receberam 200 uL de meio E8 completo.
Apo0s 24 horas (Dia 1), as células foram novamente fotografadas. O meio de indugdo A foi
cuidadosamente substituido pelo Meio de Indugao B nos pogos do grupo de indugdo, enquanto
o0s pocos do grupo controle receberam E8 fresco. Apos mais 24 horas (Dia 3), as células foram
fotografadas uma ultima vez e, em seguida, fixadas em PFA 4% para caracterizagdo

imunofenotipica.
2.9. Imunofluorescéncia para marcadores de pluripoténcia e de endoderma

Neste ponto, seguimos o protocolo de imunofluorescéncia descrito na se¢cdo 2.4. Os
anticorpos anti-NANOG (rabbit 1gG, 1:500) e anti-TRA-1-60 (mouse IgM, 1:250), ambos da
Abcam, foram utilizados como marcadores positivos de células-tronco pluripotentes, e anti-
SOX17 (mouse 1gG, 1:100) (Invitrogen) e anti-PRDM1 (goat 1gG, 1:50) (Abcam) como
marcadores positivos de células endodérmicas. A deteccdo das marcacdes dos anticorpos
primarios foi realizada utilizando os anticorpos secundarios Alexa Fluor™ 488 donkey anti-
rabbit (Invitrogen), Alexa Fluor™ 546 donkey anti-goat (Invitrogen) e Alexa Fluor™ 633 goat
anti-mouse (Invitrogen), todos diluidos na proporg¢ao de 1:375. O controle negativo por omissao
do anticorpo primario também foi adotado nesta etapa, assim como a colora¢do nuclear
utilizando DAPI (1 pg/ mL) e a montagem com Fluoromount G. As imagens foram registradas

utilizando o equipamento Cytation 5 (Biotek).
2.10. qPCR para marcadores de endoderma definitivo

Para uma caracterizacdo mais detalhada das células endodérmicas derivadas de
hiPSCs, realizamos a andlise dos niveis de expressdo génica de genes relacionados a
pluripoténcia e ao endoderma. Para a analise, cultivamos hiPSCs na passagem #29 em seis
pocos de uma placa de 6 pogos, enquanto quatro placas de 6 pogos foram induzidas a
diferenciagdo, conforme a metodologia descrita na se¢ao anterior. Essa diferenga no nimero de
placas foi necessaria, pois a indugdo ao endoderma ¢ eficaz apenas em placas com até 30% de
confluéncia. Assim, enquanto um pogo completamente confluente foi suficiente para compor

uma amostra de hiPSCs, foram necessarios quatro pogos com aproximadamente 25% de
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confluéncia para gerar uma amostra de células endodérmicas. Dessa forma, trabalhamos com

seis amostras de hiPSCs e seis amostras de células endodérmicas para a analise.

As amostras celulares foram coletadas utilizando Accutase, centrifugadas,
ressuspendidas em RNALater (Sigma) e armazenadas a -20 °C até o momento da extracdo de
RNA. Para a extragdo de RNA, utilizamos o kit Quick-RNA™ Miniprep Plus (Zymo Research).
As amostras foram centrifugadas a 500 * g por 5 minutos, o RNALater foi descartado, ¢ as
células foram ressuspendidas em 300 uL. de RNA Lysis Buffer. O lisado foi transferido para a
coluna Spin-Away™ Filter, posicionada em um tubo coletor, e centrifugado a 12000 * g por 30
segundos. A coluna contendo o DNA gendmico foi descartada, e o filtrado foi transferido para
a coluna Zymo-Spin™ IIICG, posicionada em um novo tubo coletor. Apos nova centrifugagao
nas mesmas condicdes, o filtrado foi descartado, e a coluna foi lavada com 400 pL de RNA
Wash Buffer. Essa etapa foi seguida de um tratamento com 80 pL de solugdo de DNase I (0,0625
U/uL) por 15 minutos a temperatura ambiente. Em sequéncia, a coluna recebeu 400 uL de RNA
Prep Buffer, foi centrifugada novamente, e lavada duas vezes com RNA Wash Buffer (700 pL e
400 pL, respectivamente). Finalmente, o RNA foi eluido em 150 pL de 4gua livre de nucleases

e centrifugado a 12000 * g por 30 segundos.

As amostras foram entdo mantidas em gelo e quantificadas no espectrofotometro
Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific). Para a sintese de cDNA, utilizamos 160 ng de
RNA de cada amostra, aplicando o kit SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen). Inicialmente, o RNA foi incubado a 65 °C por 5 minutos com 50 ng de
hexameros randdmicos, 10 mM de dNTP mix e 4gua livre de nucleases, sendo posteriormente
resfriado em gelo por 1 minuto. Em seguida, preparamos a mix de sintese de cDNA para 12
reacoes, contendo 2 uL de 10X RT Buffer, 4 uL de 25 mM MgCl,, 2 uL de 0,1 M DTT, 1 uL
de RNaseOUT™ e 1 uL de SuperScript® III RT por reagio. 10 pL dessa mix foram adicionados
a cada amostra, seguidos de incubacdo a 25 °C por 5 minutos, a 50 °C por 50 minutos e
finalizados a 85 °C por 5 minutos. Ap6s resfriamento em gelo, 1 pL de RNase H foi adicionado
a cada amostra, seguido de incubacdo a 37 °C por 20 minutos. As amostras de cDNA foram

entdo armazenadas a -20 °C até a realizacdo das qPCRs.

Utilizamos 10 genes para investigar a dinamica de expressao génica entre hiPSCs e
células diferenciadas ao endoderma definitivo (Tabela 1). GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) e ARBP (attachment region binding protein) foram utilizados como
genes endogenos. NANOG (Nanog homeobox) e SOX2 (SRY-Box transcription factor 2) foram
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utilizados como marcadores de pluripoténcia. PDGFA (platelet-derived growth factor subunit

A) foi utilizado para acompanhar a perda do estado indiferenciado das hiPSCs, enquanto SOX17
(SRY-Box transcription factor 17), PRDM1 (PR domain zinc finger protein 1), CXCR4 (C-X-C
chemokine receptor type 4), GATA6 (GATA binding protein 6) e FOXA2 (forkhead box protein

A2) foram utilizados como marcadores de endoderma.

Tabela 1: Primers utilizados para qPCR.

Primer Sequéncia (5°-3”) Classe Amplicom (pb) TM (°C) Referéncia
GAPDH FWD GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT 57.1
Gene enddgeno 148 (Caietal., 2013)
GAPDH REV ATGGGTGGAATCATATTGGAAC 52.8
ARBP FWD GAAACTCTGCATTCTCGCTTCC 55.9
Gene endégeno 119 (Sakata et al., 2022)
ARBP REV ACTCGTTTGTACCCGTTGATGA 56.3
NANOG FWD AGAGGTCTCGTATTTGCTGCAT 56.3
Marcador de pluripoténcia 120 (YYamashiro et al., 2018)
NANOG REV AAACACTCGGTGAAATCAGGGT 56.7
SOX2 FWD TGAATCAGTCTGCCGAGAATCC 56.7
Marcador de pluripoténcia 104 (YYamashiro et al., 2018)
SOX2 REV TCTCAAACTGTGCATAATGGAGT 54.3
PDGFA FWD GGTGGTCACAGGTGCTTTT 56
Marcador de diferenciacéo 197 (Sriram et al., 2017)
PDGFA REV AAACCACTTAAGGCTCTCAGGA 55.8
SOX17 FWD TTCGTGTGCAAGCCTGAGAT 57
Marcador de endoderma 119 (YYamashiro et al., 2018)
SOX17 REV TAATATACCGCGGAGCTGGC 56.9
PRDM1 FWD AAACCAAAGCATCACGTTGACA 55.7
Marcador de endoderma 133 (YYamashiro et al., 2018)
PRDM1 REV GGATGGATGGTGAGAGAAGCAA 56.9
CXCR4 FWD CAGCAGGTAGCAAAGTGACG 56.2
Marcador de endoderma 208 (T. Lietal., 2011)
CXCR4 REV GTAGATGGTGGGCAGGAAGA 56.4
GATA6 FWD ACAGGGCGATTTCCTTTCAGTT 57
Marcador de endoderma 92 (Wang X. etal., 2021)
GATA6 REV CTTCTGTTGGGGGTAACGTCTG 57.6
FOXA2 FWD ACCCGGTTTTATCCCTTGAATC 55
Marcador de endoderma 127 (Kang et al., 2024)
FOXA2 REV ATACAACCTGCAACCAGACAGG 51.2

As reacoes de qPCR foram realizadas com 4 ng de cDNA e 500 nM de primers forward

e reverse, utilizando a GoTaug® gPCR Master Mix (Promega). Cada reagio foi conduzida em

um volume total de 20 uL, composto por 10 pL de GoTag® gPCR Master Mix (2X), 1 pL de
primer forward (10 uM), 1 pL de primer reverse (10 uM), 1 pL de cDNA ([ ] 4 ng) e 7 uL de

agua livre de nucleases. As reagdes foram realizadas em trés replicatas técnicas, utilizando

placas de qPCR (Biorad) seladas com filme Optico (Biorad). As qPCRs foram conduzidas no
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termociclador Qiaquant 96 5 Plex (Qiagen), com leitura de fluorescéncia do corante BRYT

®

Green” nas fases de extensdo e na curva de dissociagdo (curva de melting). O programa do

termociclador foi configurado com os parametros detalhados na Tabela 2.

Tabela 2: Programagao da ciclagem utilizada para as reagdes de qPCR.

Passo do Ciclo Temperatura Tempo Ciclos
Ativacdo da Polimerase 95°C 2 minutos 1
Desnaturacéo 95°C 15 segundos 10
Anelamento e Extensdo 60 °C 1 minuto
Melting 72-95°C 15 minutos 1

Apds a conclusdo das reagdes, os valores de Ct foram obtidos e organizados em uma

planilha do Excel (Microsoft) para posterior analise. A expressdo média de cada gene-alvo nas

diferentes populacdes celulares foi determinada por meio do método 274,
2.11. Desenho de primers e sgRNAs empregados na edicdo génica por
CRISPR/Cas9

A magquinaria do reparo dirigido por homologia (HDR, do inglés homology-directed
repair), que utiliza um modelo homoélogo (DNA doador) para guiar o processo de reparo de
quebras de fita dupla no DNA gendmico, ¢ essencial para os objetivos desse estudo. Para isso,
sintetizamos in vitro um DNA doador de fita dupla (dsDNA) contendo bragos de homologia
especificos para nossos genes-alvo. Este dSDNA também possui, a jusante do Gltimo éxon, éxon
2 para o gene SOXI17 e do éxon 7 para o gene PRDM1, sequéncias genéticas que codificam
proteinas fluorescentes, permitindo a deteccao da expressao por meio da fluorescéncia gerada
(Figura 1). Optamos por ndo fusionar diretamente as sequéncias das proteinas fluorescentes as
sequéncias dos genes-alvo para garantir a expressdo eficiente e a coexpressdo independente,
minimizando possiveis interferéncias na funcionalidade da proteina de interesse. Para isso,
incluimos dois espacadores aminoacidicos entre a sequéncia-alvo e a do gene reporter. Além
disso, visando a purificacdo e selecdo das hiPSCs geneticamente modificadas, incorporamos
genes de resisténcia a antibioticos seletivos, cuja expressdo ¢ regulada pelo promotor ubiquo
EF'S (elongation factor-1a short). Assim, mesmo na auséncia de expressao do gene repdrter em
células indiferenciadas, o gene de resisténcia ¢ expresso. O construto também inclui as
sequéncias loxP66 e loxP71, possibilitando a remog¢ao opcional dos genes de resisténcia por

meio de recombinagdo sitio-especifica mediada pela Cre-recombinase (Figura 1).
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O design das sequéncias para sintese dos bracos de homologia, a sele¢cdo dos alvos e o
desenho dos gRNAs especificos foram realizados utilizando a plataforma Invitrogen™
TrueDesign™ Genome Editor. Ap6s fornecermos os genes-alvo, o software gerou oligos para
a sintese dos dsDNA, primers para sequenciamento e detec¢do do construto inserido no DNA
gendmico por HDR, além de prever incorporagdes off-target e estimar a eficiéncia do corte pela
Cas9 nos sitios-alvo. Seguindo o fluxo de trabalho sugerido pela plataforma, selecionamos
inicialmente o experimento de edi¢do genética desejado, no caso, o gene tagging. Em seguida,
indicamos a espécie (Homo sapiens hg38) e os genes-alvo: SOX17 (NM 022454.4) e
PRDMI(NM _001198.4). Apos essa etapa, escolhemos adicionar tags fluorescentes a genes nao
expressos, considerando que ambos os genes permanecem inativos no estado indiferenciado
das hiPSCs. Para minimizar possiveis impactos na funcionalidade do transcrito, as fags foram

estrategicamente posicionadas na por¢ao carboxi (C)-terminal dos genes.

Para o gene SOX17, selecionamos a proteina fluorescente vermelha (red fluorescent
protein, RFP) como reporter, enquanto, para PRDM 1, escolhemos a proteina fluorescente verde
(green fluorescent protein, GFP). Quanto aos genes de resisténcia a antibioticos, utilizamos
blasticidina para a linhagem SOX77-RFP e puromicina para a linhagem PRDM-GFP. Como
resultado, gerou-se pela plataforma as sequéncias dos gRNAs especificos para os alvos (Tabela
3), primers para sequenciamento, primers para verificacdo da integragao do construto ao DNA
genomico (PCR juncional e sequenciamento) e primers para a sintese dos bragos de homologia
no DNA doador via PCR convencional. Também foram fornecidas informacdes sobre a
metodologia de entrega dos complexos de edicdo, que emprega o TrueTag™ Donor DNA
(Invitrogen) em associacdo com os gRNAs especificos (sgRNAs) e proteina Cas9 de alta

fidelidade (TrueCut™ HiFi Cas9 protein).

Tabela 3: Sequéncias-alvo dos sgRNAs utilizados no estudo no estudo.

SgRNA Sequéncia-alvo PAM Eficiéncia (%)  Off-targets
SOX17 CAACTATCCTGACGTGTGAC AGG 99,41 1
PRDM1 TGAAAATCTTAAGGATCCAT TGG 95,09 9
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Figura 1: Estrutura dos cassetes para knock-in de SOX17 e PRDM1. O cassete genético apresenta uma organizagdo modular composta por diferentes elementos funcionais:
um /inker, que consiste em um pequeno segmento de aminoacidos atuando como uma ponte entre os elementos traduzidos; a sequéncia 2A, que possibilita a tradugéo
policistronica, permitindo a expressdo das proteinas fluorescentes RFP/GFP de modo ndo fusionado aos produtos dos genes; o promotor EFS, que dirige a expressdo do gene
de resisténcia; os genes Puro/Blast, que conferem resisténcia a antibidticos (puromicina ou blasticidina) para selecdo positiva; e a regido Uni, que representa o final do cassete.
O cassete também inclui as sequéncias loxP66 ¢ loxP71, utilizadas para remogdo do cassete por recombinagdo mediada por Cre-recombinase. Além disso, os primers FWD e
REV possuem uma regido de homologia de 35 bases (homology arm) e uma sequéncia universal de 21 bases (Universal C), necessarias para a amplificacdo e integragdo do
cassete no genoma por meio do reparo dirigido por homologia. Para SOX17-RFP-BLAST, o cassete contendo o marcador fluorescente vermelho (RFP) e o gene de selecio
(Blast) € integrado no ponto especifico localizado no éxon 2. A sequéncia detalhada apresenta a regido ao redor do local de integragdo, com as regides codificantes representadas
em laranja e os introns em azul-claro. Ja para PRDM1-GFP-PURO, o marcador fluorescente verde (GFP) e o gene de resisténcia a puromicina (Puro) sao inseridos no éxon 7.

A sequéncia detalhada segue a mesma logica visual, exibindo éxons, introns e as sequéncias flanqueadoras.
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Tabela 4: Primers de sequenciamento e de verifica¢do para o knock-in SOX17-RFP.

Primer Sequéncia (5’-3’)
SOX17 SEQ FWD P1 GCATGACTCCGGTGTGAATC
SOX17 SEQ FWD P2 CCGCACGGAATTTGAACAGT
SOX17 SEQ REV P1 TGGAGGAAGCTGTTTTGGGA
SOX17 SEQ REV P2 CCCAAACTGTTCAAGTGGCA
TRUETAG C-2A-RFP-BLAST F2 TGCGGACGGTGCCGACAGGTGC
TRUETAG C-2A-RFP-BLAST R2 GGCTTGCCTTCGCCCTCGGATG

Tabela 5: Primers de sequenciamento e de verifica¢do para o knock-in PRDM1-GFP.

Primer Sequéncia (5’-3°)
PRDM1 SEQ FWD P1 AGGGTGCAGCCTTTATGAGT
PRDM1 SEQ FWD P2 GGCCTGAAAGTGTCTTTGCA
PRDM1 SEQ FWD P3 AGGACGTGGAGGATGACATC
PRDM1 SEQ REV P1 CTTTGCCTTGTTCATGCCCT
PRDM1 SEQ REV P2 TTCCAGAGGTGAGGGGAAAC
PRDM1 SEQ REV P3 TGTCGAGAGAGCTTTGCAGA
TRUETAG C-2A-GFP-PURO F2 GCCCTAGAACCTGGTGCATGAC
TRUETAG C-2A-GFP-PURO R2 CTTGTGGCCGTTTACGTCGCCG
2.12. Inner-outer Overlapping PCR para amplificacao do dsDNA

Para a sintese dos dsDNA desejados, utilizamos o femplate fornecido pelos kits
Truelag™ Donor DNA RFP/GFP Stem (Invitrogen) e primers adaptadores especificamente
desenhados para cada gene de interesse. Durante a execugdo dos experimentos, verificamos que
os primers inicialmente fornecidos apresentavam extensdes excessivas, o que frequentemente
comprometia a eficiéncia das reagdes. Com base em nossas observagdes € em conformidade
com sugestdes do fabricante, implementamos uma abordagem otimizada, segmentando os
primers em dois grupos distintos: primers internos e externos, denominados aqui como inner e
outer, respectivamente. Os primers outer foram modificados com fosforotioato nas
extremidades 5°, com o objetivo de aumentar a eficiéncia de ligacdo aos alvos do femplate. Para
montar as reagdes de PCR utilizou-se 25 pL da master mix 2X Phusion™ Flash High Fidelity
PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1 uL do primer inner forward a 0.5 uM, 1 pL do primer
inner reverse a 0.5 uM, 1 uL do primer outer forward a 10 uM, 1 puL do primer outer reverse

a 10 uM, 1 pL do template do DNA doador a 20 ng/uL, e 20 uL agua livre de nucleases,
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totalizando reacdes de 50 uL. Foram feitas duas reacdes para cada gene. As reacdes de PCR
para a sintese dos DNAs doadores foram realizadas utilizando o termociclador Veriti™ 96-Well

Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo o protocolo de ciclos descrito na Tabela 6.

Ap6s a conclusdo das reagdes, amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% (Uniscience), preparado em tampao TAE 1X e corado com 0,0001% SYBR Safe
(Invitrogen). 1 puL da amostra foi coletado, misturado a 1 uL de Loading Buffer (Phoneutria
Biotecnologia e Servigos) e diluido em 8 uL de 4gua livre de nucleases. As amostras foram
entdo carregadas nas cavidades do gel, previamente posicionadas na cuba de eletroforese
contendo tampao TAE 1X. Para estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados, utilizou-
se o0 padrao de peso molecular / Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A eletroforese foi conduzida
sob uma voltagem de 80 mV e corrente de 92 mA por 45 minutos. Em seguida, os géis foram
analisados no transiluminador BioDoc-It Imaging System (UVP), e as imagens foram
capturadas para posterior avaliagdo. Bandas especificas com tamanhos entre 1,4 e 1,8 kb foram

consideradas satisfatorias, de acordo com as especificacdes do fabricante.

Tabela 6: Programacao da ciclagem utilizada para a sintese dos dsDNA.

Passo do Ciclo Temperatura Tempo Ciclos
Desnaturacao Inicial 98 °C 10 segundos 1
Desnaturacéo 98 °C 1 segundo
Anelamento 56 °C 5 segundos 35
Extensdo 72°C 45 segundos
Extensdo Final 72°C 2 minutos 1
Hold 4°C 0 1

Para realizar a purificagdo do DNA produzido, utilizamos o médulo TrueTag™ PCR
Purification (Invitrogen), seguindo as etapas recomendadas. Todos os passos de centrifugagao
foram realizados em temperatura ambiente a 12.000 * g. Antes do uso inicial do modulo de
purificagdo, o Wash Buffer concentrado foi diluido com 9 mL de etanol 100%. Para a
purificagdo, combinamos as duas reagdes de PCR concluidas, totalizando volume de 100 uL
em um Unico tubo. Em seguida, adicionamos 100 pL de Binding Buffer ao produto de PCR, em

uma proporcao de 1:1, homogeneizando bem.

O volume de 200 uL foi transferido para a coluna de purificagdo GeneJET™, e foi

centrifugado por 60 segundos. O filtrado foi descartado, a base da coluna foi limpa em papel
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toalha autoclavado, e 700 uL de Wash Buffer diluido em etanol foram adicionados a coluna.
Apds nova centrifugacdo de 60 segundos, o filtrado foi descartado, a colunas foram secas em
papel toalha autoclavado e reposicionadas no tubo de coleta. A coluna foi entdo centrifugada
novamente, por mais 1 minuto, para garantir a remo¢ao completa do buffer residual. Depois
disso, a coluna foi transferida para um tubo livre de nucleases autoclavado de 1,5 mL. Foram
adicionados 50 pL de Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) ao centro da membrana,
seguidos de centrifugagao por 1 minuto. Apoés a eluigdo, a coluna foi descartada, e o DNA
purificado foi quantificado em espectrofotometro Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific),
a fim de estimar a concentracdo e a pureza dos dsDNA produzidos nesta etapa. Apds a

quantificagdo, o material foi mantido a -80 °C até o dia das transfecgoes.
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Tabela 7: Primers utilizados para a sintese dos bragos de homologia desejados. Os primers sombreados de laranja e verde demostram os primers

que serviram como modelo para elaboragdo das sequéncias inner e outer. Os asteriscos denotam as modificagdes fosforotioato nos primers outer.

Primer

Sequéncia (5°-3’)

SOX17 C1 TRUETAG FWD
SOX17 C1 TRUETAG REV
SOX17 INNER FWD
SOX17 INNER REV
SOX17 OUTER FWD
SOX17 OUTER REV
PRDM1 C1 TRUETAG FWD
PRDM1 C1 TRUETAG REV
PRDM1 INNER FWD
PRDM1 INNER REV
PRDM1 OUTER FWD
PRDM1 OUTER REV

GCTCCGCGGTATATTACTGCAACTATCCTGACGTGGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA
TCTGGCCTGCAGGCTGGGGCGGATCAGGGACCTGTCACTTGGCCGATCGCATACAGAG
TACTGCAACTATCCTGACGTGGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA
GGGCGGATCAGGGACCTGTCACTTGGCCGATCGCATACAGAG
G*C*TCCGCGGTATATTACTGCAACTATCCTGACGTG
T*C*TGGCCTGCAGGCTGGGGCGGATCAGGGACCTGTCA
CTGTAAAGGTCAAACAAGAAACAGTTGAACCAATGGATCCTGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA
TTAAGAAACAAAATAAGTGTTTTCTGAAAATCTTACTTGGCCGATCGCATACAGAG
ACAGTTGAACCAATGGATCCTGGAAGTGGCTCAGGTTCTGGA
AAGTGTTTTCTGAAAATCTTACTTGGCCGATCGCATACAGAG
C*T*GTAAAGGTCAAACAAGAAACAGTTGAACCAATGGATCCT
T*T*AAGAAACAAAATAAGTGTTTTCTGAAAATCTTA




2.13. Ensaio piloto de transfec¢do e citometria de fluxo

Com o objetivo de padronizar as condi¢des ideais de transfeccao e avaliar a eficiéncia
da entrega do complexo de edi¢do, realizamos um ensaio piloto de transfecc¢ao celular utilizando
uma variante da proteina Cas9 conjugada a GFP. Para isso, foram plaqueadas 3 x 10* hiPSCs
em passagem #25 em 10 pogos de uma placa de 24 pocos. Neste momento, estabelecemos que
3 pocos seriam destinados a setagem do citdmetro de fluxo, 2 seriam pogos de controle da
transfeccdo, em que ha a omissdo da Cas9-GFP no complexo de transfec¢do, e que 5 pogos
seriam destinados a transfeccdo com a Cas9-GFP (Figura 2). No dia seguinte ao plaqueamento,
as c¢lulas foram transfectadas de acordo com diretrizes estabelecidas pelo manual de uso do kit
TrueTag™ Donor DNA. Antes da transfec¢do, os pogos foram lavados com PBS 1X a fim de

remover células mortas e debris decorrentes da passagem.

Para o grupo controle (gRNA + dsDNA), foi preparado o tubo 1 contendo 50 pL de
meio Opti-MEM (Gibco), 0,2 pL de gRNA SOX17 a 100 pmol/uL (Invitrogen), 600 ng de
dsDNA SOX17 e 5 pL de Lipofectamine Cas9 Plus Reagent (Invitrogen). O tubo 2 foi
preparado com 50 pL de Opti-MEM e 3 uL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent
(Invitrogen). Ap6s incubacdo do tubo 2 por 1 minuto, seu conteudo foi adicionado ao tubo 1,
seguido de homogeneizacao cuidadosa e incubacdo do complexo de transfec¢do a temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, 50 pL da mistura final foram distribuidos por
gotejamento nos dois pocos de controle negativo. Para o grupo GFP-Cas9 (gRNA + dsDNA +
Cas9-GFP), foi preparado o tubo 1 contendo 125 pL de meio Opti-MEM, 1,5 puL de A/--R™
S.p. Cas9-GFP V3 (IDT), 0,5 pL de gRNA SOX17 a 100 pmol/pL, 1500 ng de dsSDNA SOX17
e 12,5 pL de Lipofectamine Cas9 Plus Reagent. O tubo 2 foi preparado com 125 pL de Opti-
MEM e 7,5 uL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent. Apos incubagdao do tubo 2 por 1
minuto, seu conteudo foi adicionado ao tubo 1, seguido de homogeneizacdo cuidadosa e
incubacao do complexo de transfec¢do a temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 pL
da mistura final foram distribuidos por gotejamento nos cinco pogos experimentais. Neste
momento, incubamos a placa por 1 hora a 37 °C 5% COaz. Apo6s transcorrido este periodo, 450
pnL de meio E8 completo foi adicionado a cada pogo, e as placas foram entdo analisadas no
equipamento Cytation 5 (Biotek), em que se mensurou a intensidade de fluorescéncia dos pogos

utilizando filtro GFP.

ApOs esta etapa, procedemos com o preparo para citometria de fluxo para quantificar

o numero de hiPSC-GFP positivas. Para isso, o0 meio foi removido de cada pocgo, as células
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foram lavadas com PBS 1X e em seguida foi aplicado 100 pL de Accutase a cada pogo. As
placas foram entdo incubadas por 6 minutos a 37 °C 5% CO., e em seguida, a enzima foi
inativada com 200 puL de meio E8 completo. As hiPSCs foram entdo transferidas para
microtubos de 1,5 mL com fundo conico e centrifugadas a 300 * g por 8 minutos a 4 °C, a fim
de favorecer a formacdo de pellets. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram
ressuspendidos em 200 pL de PBS 1X + 2% BSA + 0.024 mM EDTA. As células de pogos ndo-
transfectados foram entdo reunidas em um tUnico tubo de citometria para serem utilizados na
setagem do citometro FACScan (B&D). As células provenientes dos pogos-controle
compuseram uma Unica amostra, ¢ cada um dos 5 pogos experimentais expostos a transfec¢ao

com gRNA, dsDNA e Cas9-GFP foram tratados como amostras individuais.

1 2 3 4 9) 6

A Ne i Ne i N i EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL
Control Control
CHIA CEEIA EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL
gRNA gRNA
Lif i Lif ine
GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
C gRNA gRNA gRNA gRNA gRNA EMPTY WELL
GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9 GFP-Cas9
Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine
D EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL EMPTY WELL

Figura 2: Diagrama da placa utilizada no ensaio-piloto de transfecgao.

Um grafico de dispersdao FSC-A vs. SSC-A foi utilizado para separar as hiPSCs de
detritos e agregados através do estabelecimento de um gate. As células nao transfectadas foram
utilizadas para definir o limiar da fluorescéncia basal. Para isso, um histograma GFP (canal
FL1) vs. contagem de eventos foi utilizado para estabelecer um threshold de fluorescéncia,
acima do qual as hiPSCs foram consideradas positivas para GFP. A porcentagem de células GFP
positivas foi determinada com base no numero de eventos dentro do gate GFP+ em relagdo ao
total de células viaveis analisadas, indicando eficiéncia de internalizagdo do complexo gRNA-
Cas9 e dsDNA. Dot plots representativos de SSC vs. fluorescéncia (GFP) foram gerados para

ilustrar a distingdo entre hiPSCs ndo transfectadas daquelas eficientemente transfectadas.
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2.14. Transfeccao dos dsDNA SOX17-RFP e PRDM1-GFP

Com todo o procedimento devidamente delineado, o DNA doador sintetizado, a
padronizacao da transfeccao concluida e a metodologia de deteccdo estabelecida, iniciamos a
transfeccdo definitiva. Neste estagio, foram incluidas administragdes dos farmacos acido
valproico (VPA) e AZD 7648 (inibidor da DNA-PK), com o objetivo de avaliar seus possiveis

efeitos na eficiéncia do knock-in.

No Dia 0, hiPSCs saudaveis em cultivo (passagem #32) foram plaqueadas na
densidade de 3 x 10* células por pogo em duas placas de 24 pogos previamente tratadas com
Geltrex: uma destinada a geracdo do knock-in SOX17-RFP e outra a gera¢do do knock-in
PRDMI-GFP. No Dia 1, em cada placa, foram estabelecidos quatro grupos experimentais (n =
6 replicatas): Grupo controle, Grupo sem farmacos, Grupo VPA, que recebeu tratamento com
10 uM do composto 24 horas antes da transfeccao e Grupo AZD 7648, que recebeu tratamento
com 0,5 uM do composto 24 horas antes da transfeccao (Figura 3). No Dia 2, transcorridas 24
horas apos a administracao dos farmacos, foi realizada a lipofec¢do para ambos os genes-alvos.
Para o grupo controle negativo (gRNA + dsDNA), iniciamos o preparo do Tubo 1, em que
foram adicionados 150 pL de meio Opti-MEM (Gibco), 0,6 pL de gRNA SOX17/PRDM1 a 100
pmol/uL (Invitrogen), 1800 ng de dsSDNA SOX17/PRDM1 e 5 uL de Lipofectamine Cas9 Plus
Reagent (Invitrogen). Seguimos com o preparo do tubo 2, com a adi¢do de 150 uL de Opti-
MEM e 9 uL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent (Invitrogen), seguido de incubagdo por
I minuto. O contetido do tubo 2 foi adicionado ao tubo 1, com homogeneizacao cuidadosa e
incubacgdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 uL da mistura final foram

distribuidos, por gotejamento, nos seis pocos destinados ao controle negativo.

Para os grupos sem farmacos, VPA e AZD 7648, estabelecidos como grupos teste
(gRNA + dsDNA + Cas9), o preparo foi realizado de forma similar. O tubo 1 recebeu 450 pL
de meio Opti-MEM, 5,4 puL de TrueCut™ HiFi Cas9 (Invitrogen), 1,8 uL de gRNA
SOX17/PRDM1 a 100 pmol/uL (Invitrogen), 5400 ng de dsDNA SOX17/PRDM1 e 45 pL de
Lipofectamine Cas9 Plus Reagent. Adiante, o tubo 2 foi preparado com a adi¢ao de 450 uL de
Opti-MEM e 27 uL de Lipofectamine CRISPRMAX Reagent, seguido de incubacdo por 1
minuto. O contetido do tubo 2 foi adicionado ao tubo 1, com homogeneizagdo cuidadosa e
incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Por fim, 50 uL da mistura final foram

distribuidos, por gotejamento, nos 18 pocos experimentais.



1 2 3 4 5 6 78

Contro! Control Control Control Contro} Control
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
gRNA GRNA gRNA GRNA gRNA GRNA
Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine
Without Drugs Without Drugs Without Drugs Without Drugs Without Drugs Without Drugs
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
B GRNA gRNA gRNA gRNA gRNA gRNA
Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9
Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine
VPA (24h) VPA (24h) VPA (24h) VPA (24h) VPA (24h) VPA (24h)
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
‘ 9RNA 9RNA gRNA gRNA gRNA gRNA
Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9
Lipc ir Lipc ir Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine
AZD 7648 (24h) AZD 7648 (24h) AZD 7648 (24h) AZD 7648 (24h) AZD 7648 (24h) AZD 7648 (24h)
dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA dsDNA
D gRNA gRNA gRNA gRNA gRNA gRNA
Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9 Cas9

Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine Lipofectamine

Figura 3: Diagrama do experimento de transfec¢ao. Foram utilizadas 2 placas de 24 pogos, uma para cada gene.

As placas foram incubadas por 1 hora a 37 °C 5% CO.. Apo6s esse periodo, foram
adicionados 450 pL de meio E8 completo em cada poco, e as placas retornaram a incubadora.
O cultivo prosseguiu com trocas diarias de meio até que as hiPSCs se recuperassem da
transfeccdo. Duas passagens sequenciais foram realizadas utilizando ReLeSR, com o objetivo
de remover possiveis células diferenciadas e expandir a populacdo celular para sua utilizagao
em experimentos subsequentes. Apos a propaga¢do das hiPSCs provenientes dos diferentes
grupos experimentais, uma fracao das células foi criopreservada, enquanto outra foi submetida
a inducdo a endoderma para avaliacdo visual da insercdo (knock-in) dos reporteres
fluorescentes. Além disso, uma parte das células obtidas foi destinada a extragdo de DNA
gendmico (gDNA) para a realizagdo dos experimentos de PCR juncional, visando confirmar a

integragdo dos construtos no genoma.
2.15. Deteccao da RFP e da GFP em células knock-in

As células transfectadas, j4 em passagem #34, foram plaqueadas em 2 placas de 24
pocos: uma contendo as presumiveis hiPSCs-SOX17-RFP, e outra contendo as presumiveis
hiPSCs-PRDM1-GFP. Os grupos experimentais adotados no experimento de transfec¢ao foram
mantidos neste experimento. Portanto, para cada placa, haviam 6 pogos do grupo controle, 6
pogos do grupo sem farmacos, 6 pogos do grupo VPA e 6 pogos do grupo AZD 7648. Foram
plaqueadas 3 x 10* células por pogo. Apods as primeiras 24 horas de cultivo, empregou-se a
inducgdo a endoderma definitivo, seguindo as etapas mencionadas na se¢ao 2.11. No terceiro dia
de inducdo, as placas foram levadas para o equipamento Cytation 5 (Biotek), onde foram
examinadas e capturadas sob o campo claro, filtro RFP, no caso das presumiveis hiPSCs-

SOX17-RFP e filtro GFP no caso das presumiveis hiPSCs-PRDM[-GFP.
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2.16. PCR juncional para detec¢io do knock-in

Para realizar a extracdo de gDNA das células transfectadas e proceder a analise das
juncdes entre os genes-alvo e o inserto da sequéncia codificadora de proteinas fluorescentes e
genes de resisténcia, utilizou-se o Kit de Extracdo de DNA/RNA Sample Flex (Phoneutria
Biotecnologia e Servigos). Primeiramente, as células foram coletadas com Accutase seguindo
os procedimentos mencionados em se¢des anteriores. Em seguida, os tubos com as células
foram centrifugados a 500 * g por 7 minutos a 4 °C. Apds a centrifugacao, o sobrenadante foi
descartado, e o pellet de células foi ressuspendido em 140 pL de PBS 1X, sendo posteriormente
transferido para um tubo de lise. No tubo de lise, adicionaram-se 4 pL de Proteinase K (PK)
reconstituida e 200 pL de tampao ALR-PK. Os tubos foram misturados brevemente em vortex
e incubados a 56 °C por 1 hora e 30 minutos. Apds o periodo de incubagdo, 400 uL de solucdo
de lise foram acrescentados a cada tubo, com subsequente homogeneizagdo utilizando
micropipeta de 1000 pL. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos. Em
sequéncia, adicionaram-se 2 pL de carreador e 100 pL de etanol 100% a cada tubo de lise, com
nova homogeneizagdo. O volume total de cada tubo, foi transferido para uma coluna de silica
acoplada a um tubo coletor. Os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 6000 * g. Apds a
centrifugacdo, as colunas foram transferidas para novos tubos coletores e receberam 350 uL de
solucdo A, sendo centrifugadas novamente a 10000 * g por 30 segundos. Em seguida, 400 puL
de solucdo B foram adicionados as colunas, que foram centrifugadas novamente sob as mesmas
condi¢gdes. Posteriormente, as colunas foram realocadas para novos tubos coletores e
submetidas a mais uma centrifugagdo a 10000 * g por 3 minutos. ApoOs essa etapa, as colunas
foram transferidas para tubos de elui¢do, onde permaneceram a temperatura ambiente, com as
tampas abertas, por 10 minutos. Em seguida, 50 pL de tampao de elui¢do foram aplicados
diretamente no centro de cada coluna, e as amostras foram incubadas a temperatura ambiente,
com as tampas fechadas, por 3 minutos. Finalmente, realizou-se uma ultima centrifugacio a
10000 * g por 3 minutos para recuperar o gDNA adsorvido a membrana de silica. Conforme as
recomendacdes do fabricante, o gDNA extraido e purificado foi armazenado a -20 °C. Além
disso, as colunas de silica foram identificadas e também armazenadas na mesma temperatura,
permitindo uma nova eluicdo, caso necessario. Apds este processo, as amostras foram

quantificadas em Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific).

As reagoes de PCR juncional foram realizadas para detectar a presenca dos construtos
projetados pela plataforma TrueDesign™, sendo conduzidas a partir dos procedimentos

destacados por (Chaudhari et al., 2020) com adaptagdes: para a jungdo 5’ das presumiveis
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hiPSCs SOX17-RFP, as reagdes foram configuradas com o primer forward de sequenciamento
(SOX17 SEQ FWD P1: 5°-GCATGACTCCGGTGTGAATC-3") e o primer reverse especifico
para a porcdo C-2A-RFP-Blast (TRUETAG C-2A-RFP-BLAST R2: 5°-
GGCTTGCCTTCGCCCTCGGATG-3’). Para a jungao 3°, utilizamos o primer forward para a
porcao C-2A-RFP-Blast (TRUETAG C-2A-RFP-BLAST F2: 5-
TGCGGACGGTGCCGACAGGTGC-3’) e o primer reverse de sequenciamento (SOX17 SEQ
REV Pl: 5-TGGAGGAAGCTGTTTTGGGA-3") (Figura 4). Para as presumiveis hiPSCs
PRDM1-GFP, a PCR da jun¢ao 5’ foi conduzida com o primer forward de sequenciamento
(PRDM1 SEQ FWD P1: 5>-AGGGTGCAGCCTTTATGAGT-3") e o primer reverse para a

por¢ao C-2A-GFP-Puro (TRUETAG C-2A-GFP-PURO R2: 5’-
CTTGTGGCCGTTTACGTCGCCG-3’). Para a juncao 3’, utilizamos o primer forward para a
porcao C-2A-GFP-Puro (TRUETAG C-2A-GFP-PURO F2: 5-

GCCCTAGAACCTGGTGCATGAC-3’) e o primer reverse de sequenciamento (PRDM1 SEQ
REV P1: 5°-CTTTGCCTTGTTCATGCCCT-3’) (Figura 4).

Com duas reagdes de PCR para cada amostra, realizamos cinco reacdes para a PCR da
jungdo 5° das hiPSCs SOXI17-RFP, abrangendo as amostras SOX17 Controle, SOX17 Sem
Farmacos, SOX17 VPA, SOX17 AZD 7648 e um controle da reagdo em que agua foi utilizada
no lugar do DNA genomico. De modo semelhante, cinco reagdes foram realizadas para a PCR
da juncao 3°. Para as hiPSCs PRDM1-GFP, também realizamos cinco reacdes para cada jungao,
seguindo os mesmos grupos de amostras mencionados (Figura 4). As reagdes foram preparadas
com 25 puL da mastermix 2X Phusion™ Flash High Fidelity PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1 uL de primer forward a 20 uM, 1 uL de primer reverse a 20 uM, 50 ng de DNA
gendmico e agua para completar 50 uL. A amplificagao foi realizada em termociclador Veriti™
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo os parametros de ciclagem
apresentados na Tabela 6. Apos a PCR, as amostras foram analisadas por eletroforese capilar
utilizando o equipamento TapeStation 4150 (Agilent) e a High Sensitivity D1000 ScreenTape
(Agilent). Para a preparagdo, 2 pL de cada amostra, ajustadas para uma concentrag¢do de 1000
pg, foram misturados com 2 pL de tampdo de amostra fornecido pelo fabricante. O
eletroferograma e os tamanhos em pares de bases dos picos foram utilizados para interpretar os
resultados. Conforme o desenho de nossos construtos, consideramos como knock-in positivas
as hiPSCs SOX17-RFP que apresentassem amplicons de aproximadamente 219 pb na jungdo 5’
e 429 pb na juncao 3’. Para as hiPSCs PRDMI-GFP, os amplicons esperados foram de

aproximadamente 202 pb na juncao 5’ e 197 pb na jun¢ao 3°.
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2.17. Selecio das células geneticamente modificadas

Para iniciar o processo de selecdo das células geneticamente modificadas, seguimos as
condigdes descritas no topico 2.6. Inicialmente, as hiPSCs SOXI7-RFP ¢ PRDMI-GFP,
provenientes dos quatro grupos experimentais, foram plaqueadas em pocos individuais de 35 X
10 mm. As células foram cultivadas até atingirem aproximadamente 50% de confluéncia. Nesse
estagio, iniciou-se a administragao dos antibidticos: blasticidina, na concentragao de 1,6 pg/mL,
para as hiPSCs SOX17-RFP, e puromicina, na concentracao de 0,8 pug/mL, para as hiPSCs
PRDMI-GFP. Os antibidticos foram adicionados ao meio de cultura a cada dois dias,
correspondendo a frequéncia de troca do meio. As hiPSCs foram mantidas sob essas condi¢des
por um periodo de 8 dias. Durante esse intervalo, registros fotograficos representativos dos

pocos foram realizados nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de selecao com os antibioticos.
2.18. Analises estatisticas

As curvas de morte celular em resposta a administragdo de antibioticos seletivos foram
geradas a partir da transformacdo logaritmica das intensidades de fluorescéncia registradas
durante o experimento. Em seguida, realizou-se uma regressao ndo linear desses valores para
obter a curva de morte celular em fun¢do das drogas. As andlises estatisticas para comparagdes
entre grupos foram conduzidas utilizando ANOVA unidirecional (One-Way ANOVA),
considerando-se diferencas estatisticamente significativas para p < 0,05. Nos experimentos de
gPCR, os niveis médios de expressdo dos genes-alvo em hiPSCs e células do endoderma

definitivo foram determinados pelo método 272

e expressos em escala log2, conforme
recomendado por Schmittgen e Livak (2008). Para a comparagdo entre os dois grupos, foi
aplicado o teste t de Student. Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o software
GraphPad Prism V.8. O programa também foi utilizado para plotar os graficos presentes no

estudo.
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3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacido das hiPSC71: Morfologia, Ultraestrutura, Fenotipo e Perfil

Genético

Nas observacdes de rotina, as células analisadas (hiPSC71, passagem #24). exibiam
caracteristicas tipicas de hiPSCs, confirmando sua identidade e qualidade do cultivo. As
colonias apresentam morfologia compacta e arredondada, com bordas bem definidas,
caracteristicas classicas de hiPSCs saudaveis (Figura 5D). As cé€lulas também demonstram altas
taxas de proliferacdo, formando coldnias densas em curto intervalo de tempo. Além disso,
possuem excelente capacidade de recuperacdo apds passagens e ciclos de descongelamento,
mantendo sua integridade morfologica e viabilidade. A morfologia nuclear ¢ consistente com o
perfil pluripotente, exibindo nucleos grandes, com propor¢do nicleo-citoplasma elevada, e
eucromatina predominante. Outro aspecto relevante ¢ a auséncia de diferenciacdo espontanea,
mesmo apos sucessivas passagens, o que destaca a estabilidade do cultivo e a exceléncia das

condi¢des de manuten¢ao utilizadas.

Aprofundando essas observagdes, quanto a ultraestrutura, as células analisadas
apresentaram caracteristicas ultraestruturais bastante consistentes. A fixa¢do realizada
diretamente na superficie de cultura preservou bem a morfologia das coldnias de hiPSC,
permitindo a observagdo de um agrupamento de células intimamente associadas (Figura 5E)
com diversos complexos juncionais (Figuras 51, 5J, 5N). As células na periferia da colonia
exibem uma morfologia semelhante a de células epiteliais (Figura 5M), conforme previamente
relatado na literatura. Também foi observada uma complexa rede de comunicagado intercelular

formada por projecdes de actina, conhecidas como ductos internos (Figuras 5E e 5P).

As hiPSCs analisadas apresentam uma abundancia de mitocondrias alongadas,
refletindo seu elevado metabolismo energético (Figura 5L). Além disso, foram identificados
numerosos polissomos livres e uma presenga significativa de cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso, indicando alta atividade de sintese proteica (Figuras 5J, 5K). O nucleo,
que ocupa grande parte do volume celular, apresenta predominancia de eucromatina com dois
ou mais nucléolos bem definidos, onde as trés regides ultraestruturais sdo claramente
distinguiveis (Figura SH). Outros compartimentos, como endossomos, corpos multivesiculares,
o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico liso, também sdo facilmente observados

(Figura 5K, 5L, 50). A presenca de componentes associados a vias de degradacao € considerada
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padrdo normal, visto que ndo abrange todas as células observadas. Relacionamos estes achados

ao cultivo a longo termo, dado que estas células se encontravam em passagem #24.

X
— - L)
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Figura 5: Aspectos morfologicos da linhagem hiPSC71 em passagem #24. As figuras A-D representam a
morfologia das células ao microscdpio Optico apds descongelamento, 24, 48 horas ap6s o descongelamento e em
1 semana de cultivo. Painéis de E-P apresentam a ultraestrutura das hiPSCs utilizadas na pesquisa. O poligono
destacado em F foi ampliado em G, assim como o poligono presente em I é ampliado em J. ID = ductos internos,
N = nucleo, NC = nucléolo, PM = membrana plasmatica, EC = eucromatina, CFD = centro fibrilar denso, CF =
componente fibrilar, CG = componente granular, C = cisternas mitocondriais, RER = reticulo endoplasmatico
rugoso, M = figuras mitocondriais, AP = proje¢des de actina, OZ = jun¢do oclusiva, AZ = zonula de adesdo, P =
polissomos livres, AP = autofagossomos, MB = corpos multivesiculares, GC = complexo de Golgi, SER =reticulo
endoplasmatico liso, G = granulo de glicogénio, JC = complexos juncionais, NE = envelope nuclear. Escalas estdo
discriminadas em cada painel.

As hiPSCs empregadas nesta pesquisa também demonstraram marcagao positiva para
todos os anticorpos do painel de pluripoténcia utilizado. A expressao desses marcadores foi
confirmada por imunofluorescéncia, revelando sua localizagdo nuclear para os fatores de
transcrigdo OCT4, NANOG e SOX2, reguladores da pluripoténcia, e sua distribuicdo na
superficie celular para os receptores TRA-1-60 e SSEA-4, caracteristicos de células
pluripotentes (Figura 6A). Esses resultados corroboram a manutengao do fenétipo pluripotente
nas condic¢des de cultura utilizadas, assegurando que as hiPSCs permanecem aptas a serem

diferenciadas em diversos tipos celulares e validas para os experimentos subsequentes.

Por fim, a andlise cariotipica confirmou que as células analisadas apresentam um
caridtipo normal, sem alteragdes cromossdmicas detectdveis. O caridtipo identificado foi 46,
XX, consistente com o padrao cromossdmico esperado para células humanas femininas,
indicando a estabilidade gendmica (Figura 6B). Todos esses resultados indicam a qualidade das
hiPSCs utilizadas, reforcando sua adequacdo para estudos subsequentes e garantindo a

confiabilidade dos dados obtidos nos experimentos conduzidos.
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Figura 6: Perfil fenotipico e genético das hiPSC71 empregadas no projeto. Em A, observa-se a marcagao positiva para 3 marcadores nucleares de pluripoténcia, i.e., OCT4,
SOX2 e NANOG. Todos eles foram detectados utilizando o anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor™ 488 (em verde). As células também apresentaram marcacao
positiva para receptores de superficie associados as células-tronco pluripotentes (TRA-1-60 e SSEA-4). Ambos marcadores foram detectados por meio do anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor™ 633 (em vermelho). Controles negativos por omissdo do anticorpo primario encontram-se na fileira superior, enquanto as células marcadas com
o anticorpo primario encontram-se na fileira inferior. Coloragdo nuclear realizada com DAPI (azul) em todas as imagens. Em B, cariograma representativo que atesta a

estabilidade genética das células, que apresentam genoétipo 46, XX.
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3.2. Avaliacao das Respostas Celulares a Administracio de Diferentes Farmacos

3.2.1. Resposta aos Antibidticos Seletivos

Os resultados de viabilidade celular, obtidos apos 8 dias de exposi¢ao aos antibidticos
seletivos, demonstram que a dose minima letal de blasticidina é de 1,6 pg/mL, enquanto a de
puromicina ¢ de 0,8 pg/mL. Esses valores foram determinados com base em analises de
regressao nao linear apresentadas na Figura 7. Os dados obtidos estdo em concordancia com
informacdes previamente relatadas na literatura para hiPSCs, confirmando a sensibilidade
esperada dessas células aos antibidticos testados. Interessantemente, a exposicao prolongada
das hiPSCs a puromicina, em concentracdo mais baixa, resultou na formagdo de corpos
embrioides (Figura 7B), fendmeno que também foi descrito em estudos anteriores (Zhong et
al., 2020). Esse efeito pode estar relacionado a resposta celular ao estresse causado pela
presenga do farmaco, que promove a agregagado e diferenciacdo espontanea em determinadas
condi¢des de cultivo. Essa observagdo destaca a importancia de ajustar cuidadosamente as
condigdes experimentais ao utilizar puromicina para selecao, especialmente em protocolos de

manutengao ou expansao de células pluripotentes modificadas.



A
Nonlinear Regression
—

1500000 @ 50.0 pg/mL c
- @ 25.0 pg/mL (\D
(:é @ 12.5 pg/mL =
>, 1000000 T @ 6.3 ug/mL o
5 ® 3.2 pg/mL Te)
S + ® 1.6 pg/mL
kS ® 0.8 pg/mL
8 500000 © 0.4 pg/mL
qc) 0.2 pg/mL —
3 0.1 pg/mL =
(72} S~
o 0 T — —r—e—e—e—e o
S 1 0 1 2 =
- [ ] Blasticidin, log (ug/mL) S

-500000— ’ M ©

Nonlinear Regression

2000000 @ 50.0 yg/mL
3 @ 25.0 pg/mL
S i - @ 12.5 ug/mL.
2 1500000 - @ 6.3 pg/mL
g @ 3.2 pg/mL
£ 1000000 @ 1.6 pg/mL
£ @® 0.8 pg/mL
8 ® 0.4 pg/mL
S 500000 © 0.2 pg/mL
53 0.1 pg/mL
7]
o
s ° '
= 1 0 1 2

-500000 — [ 1 Puromycin, log (pg/mL)

Figura 7: Resposta das hiPSCs aos antibidticos seletivos designados para selecionar, futuramente, células geneticamente modificadas. Em A, respostas relativas a
blasticidina, enquanto em B, respostas relativas a puromicina. Baseado nas concentragdes que tocam o eixo X dos graficos, chegamos as concentragdes de 1,6 pg/mL para
blasticidina e 0,8 pg/mL para a puromicina. Nos painéis da direita, representagdes da concentragdo mais alta e mais baixa de antibiotico nos dias 1 e de exposigao aos antibioticos.
E possivel notar que com 8 dias de exposi¢io a puromicina, houve formagdo de corpos embrioides nas placas. n amostral de cada grupo = 4/dose. Barras correspondem a 50
pm.
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3.2.2. Resposta ao VPA e ao AZD 7648

ApOs 24 horas de tratamento, a analise pelo ensaio Cell/Titer-Blue revelou que todos
0s grupos experimentais apresentaram um indice de fluorescéncia significativamente maior em
comparag¢do ao grupo controle, indicando diferengas na atividade metabolica das hiPSCs. No
entanto, 48 horas ap6s a administrag¢do dos farmacos, apenas o grupo tratado com a combinagao
de VPA e AZD 7648 mostrou diferenga significativa em comparagdo ao controle. Na analise
final, realizada 72 horas pds-exposi¢ao aos farmacos, observaram-se diferencas significativas
na viabilidade celular entre todos os grupos experimentais em relagdo ao grupo controle. Além
disso, houve uma diferenca relevante entre o tratamento isolado com VPA e a combinagao de
VPA e AZD 7648, sugerindo um possivel efeito antagonico a longo prazo (Figura 8A).
Morfologicamente, as células submetidas aos trés tratamentos apresentaram colOnias mais
arredondadas e bem delimitadas, possivelmente devido a melhora na viabilidade celular. No
grupo tratado com AZD 7648, foi observada uma quantidade expressiva de lamelipodios 24 ¢

48 horas apos a administracdo do farmaco (Figura 8B).

A andlise de prolifera¢do celular por meio do ensaio EdU indicou que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos e o grupo controle (Figura 9B).
No entanto, visualmente, foi possivel perceber que, nas primeiras 24 horas de tratamento, o
grupo controle apresentava uma ligeira maior proporcao de células EQU+ em comparagdo aos
grupos tratados. Nos tempos posteriores, o tratamento com AZD 7648 demonstrou uma reducao
na quantidade de células proliferativas (Figura 9A). Combinando os resultados do experimento
de viabilidade celular com as observagdes sobre a proliferagdo, inferimos que a menor taxa de
prolifera¢do no grupo tratado com AZD 7648 esta associada a melhora na viabilidade celular.
Esse efeito parece estar relacionado a um sensoriamento ambiental mais eficiente, evidenciado
pela presenca de lamelipddios, como observado na Figura 8B. Assim, concluimos que os
farmacos avaliados atuam predominantemente na manutencao da viabilidade celular, em vez
de influenciar diretamente a proliferacdo. Com base nesses achados, decidimos aplicar VPA e

AZD 7648 de forma individual nos experimentos de transfec¢ao celular.



*k

= 2100000 * Control
S . VPA B
> 2000000 oOh
B - - AZD 7648
£ 1900000 VPA + AZD 7648
E |
S 1800000 3
o
@ 1700000
£ 1600000 o’ o om o
) Control VPA AZD 7648  VPA + AZD 7648
24h 24h
; 2050000 Control
& VPA
> 2000000
i AZD 7648 ¥l ; o
£ 1950000 . VPA + AZD 7648 S mi B aon L o
© —_ Control VPA AZD 7648  VPA + AZD 7648
S 1900000 48h
= ss®
2 e
@ 1850000
[]
=
i 1800000 :
48h
- S Soum Cam 4 Tmm W i
< 2000000+ Control Control VPA AZD 7648  VPA +AZD 7648
3 VPA 72h _
2 1950000 AZD 7648 ' e
c v
g - — VPA + AZD 7648
= 1900000 A,
[] e
Q
c
% 1850000 ~ 17
£ 1800000 : Control VPA AZD 7648  VPA +AZD 7648
72h
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3.3. Otimizacao das Condicdes de Cultivo para a Expressao de SOX17 e PRDM1

A indugao ao endoderma definitivo revelou alteragdes morfoldgicas significativas nas
células submetidas ao processo de diferenciagdo (Figura 10A). Apods o primeiro dia de indugao,
as colonias passaram a exibir uma morfologia mais préxima de um formato cuboide, semelhante
a aparéncia de queratinocitos. Além disso, foram observados numerosos prolongamentos
celulares e uma quantidade moderada de debris. No segundo dia de indugdo, as células
assumiram uma morfologia caracteristica de células epiteliais, deixando de formar coldnias
coesas ¢ bem delimitadas, como observado nas hiPSCs (Figura 10A). Esses achados
morfologicos foram considerados indicativos importantes da diferenciacdo de hiPSCs em

células do endoderma definitivo.

Para uma analise mais detalhada, foi realizada imunofluorescéncia para a deteccao de
marcadores de pluripoténcia e endoderma, permitindo comparagdo entre as células
presumidamente diferenciadas em endoderma definitivo e hiPSCs. As hiPSCs apresentaram
marcacao positiva para marcadores de pluripoténcia, tanto de superficie (TRA-1-60) quanto
nuclear (NANOG), enquanto aquelas induzidas a endoderma definitivo ndo exibiram marcagao
detectavel para esses marcadores. Em contrapartida, as células diferenciadas apresentaram
marcagdo positiva para SOX17 e PRDMI, fatores caracteristicos do endoderma definitivo,
corroborando a eficacia do protocolo de indugdo, e validando a ativagao da expressao dos genes
de interesse para o knock-in. Como esperado, as hiPSCs ndo apresentaram marcacao positiva

para essas proteinas (Figura 10B).

A diferenciacdo celular também foi evidenciada por anélise comparativa da expressao
génica entre as hiPSCs e as c€lulas do endoderma definitivo. As hiPSCs apresentaram regulacao
positiva de genes associados a pluripoténcia (NANOG, SOX2) (Figura 11A, 11B), enquanto as
células do endoderma definitivo mostraram expressao aumentada de genes relacionados ao
endoderma (SOX17, PRDM1, CXCR4 e GATA6) (Figuras 11D, 11E, 11F, 11G). O gene PDGFA,
tipicamente reprimido em células em diferencia¢do, manteve o nivel elevado de transcritos nas
hiPSCs e reduzido nas células do endoderma definitivo (Figura 11C). FOXA2 foi o Gnico gene

cuja expressao nao diferiu significativamente entre os grupos (Figura 11H).
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Figura 10: Aspectos morfolégicos e imunofenotipicos da diferenciacio de hiPSCs em células do endoderma definitivo. Em A, nota-se a mudanca na morfologia das células
em diferenciagdo, que no primeiro dia da indugdo apresentam inumeros prolongamentos (pontas de seta). No segundo dia, as células passam a demonstrar morfologia epitelial
e perde-se o aspecto de colonias bem delimitadas tipicamente apresentado pelas hiPSCs. Em B, marcagdes positivas para marcadores de pluripoténcia em hiPSCs e ndo detectada
em células do endoderma definitivo (DE). Em paralelo, células do endoderma definitivo apresentam marcagao positiva para os marcadores-chave do estudo, enquanto as hiPSCs
ndo apresentam marcacao para os mesmos. Proteinas TRA-1-60 e SOX17 foram detectadas por meio do anticorpo conjugado com Alexa Fluor™ 633 (vermelho), NANOG foi

detectada com anticorpo conjugado com Alexa Fluor 488™ (verde) e PRDMI1 foi detectado com anticorpo conjugado com Alexa Fluor 546™ (laranja). Barras de todas as
imagens correspondem a 50 pm.
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Figura 11: Resultados de qPCR para marcadores de pluripoténcia, de diferenciacio e¢ de endoderma
definitivo. Os dados foram plotados como fungdes log (22<"). E possivel observar maior expressio de SOX2,
NANOG e PDGFA no grupo das hiPSCs, refor¢ando a natureza pluripotente das células indiferenciadas. SOX17,
PRDM1I1, CXCR4 ¢ GATA6, marcadores do comprometimento com a linhagem endodérmica, mostraram-se
positivamente regulados nas células induzidas ao endoderma definitivo. O tUnico gene com resultados
inconclusivos, devido ao alto desvio padrio entre as amostras, foi FOXA2, marcador de endoderma, que apresentou
tendéncia a uma maior expressao nas células endodérmicas. n amostral = 6/grupo. Valores individuais dos Cts das

amostras foram obtidos por meio da média aritmética entre 3 replicatas de cada amostra. Valores de p indicados
nos graficos.
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3.4. Edicao Génica com CRISPR/Cas9
3.4.1. Analise dos dsDNA Gerados

Diversas padronizagdes foram realizadas para otimizar o processo de sintese dos
bracos de homologia nos DNA doadores, incluindo testes com primers originalmente
fornecidos pela fabricante do kit e ajustes nos parametros da PCR, como temperatura de
anclamento, a durag¢ao da extensao e o numero de ciclos. Entretanto, s6 obtivemos os resultados
satisfatorios ao realizar a Inner-outer Overlapping PCR, que se demonstrou eficiente na
amplificacdo dos dsDNAs correspondentes aos genes SOX17 e PRDM 1, gerando produtos com
tamanhos compativeis, que especificam um intervalo de 1,4 a 1,8 kb (Figura 12). A
quantificagdo apos a purificagdo dos produtos demonstrou concentragdes adequadas para o
estudo e razao Aeonso entre 1.8 e 2.0, indicando bons niveis de pureza relativa, conforme

explicitado na tabela 8.

5000 bp ‘ | SOX17 dsDNA PRDM1 dsDNA

- et o—
1500 bp e St

L ]

i

Figura 12: Fotodocumentacio da eletroforese em gel de agarose 1% das amostras de dsDNA gerados pela
Inner-outer Overlapping PCR. Ambas as amostras apresentam produtos proximos a 1500 pb, o que foi
considerado como satisfatorio, baseando-nos pelo tamanho esperado fornecido pelo fabricante do kit e pelo
tamanho de nossos construtos, indicados na Figura 4.

Tabela 8: Anélise dos dsDNAs gerados.

Amostra []1ng/uL A260/280
SOX17 dsDNA (1+2) 75,3 1,89
PRDM1 dsDNA (1+2) 120,4 1,85
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3.4.2. Incorporaciao de Complexos de Transfeccio contendo Cas9-GFP

Em ensaio piloto, observamos que os pocos transfectados com o complexo contendo
gRNA, dsDNA e Cas9-GFP apresentaram hiPSCs-GFP positivas, enquanto os pocos nao
transfectados e os pocos transfectados apenas com gRNA e dsDNA ndo exibiram sinal
detectavel por microscopia de fluorescéncia (Figura 13A). A andlise da intensidade de
fluorescéncia confirmou diferencas significativas entre os grupos, evidenciando a eficiéncia do
complexo de transfeccdo contendo Cas9-GFP (Figura 13B). Nas analises por citometria de
fluxo, cerca de 26% das células transfectadas exibiram incorporagdo do complexo de
transfec¢do, indicando que, mesmo em um curto periodo de incubacao, o protocolo adotado foi
capaz de gerar deteccdo de GFP intracelular em ao menos um quarto das hiPSCs utilizadas no

experimento (Figuras 13C, 13D).
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Figura 13: Resultados do ensaio piloto de transfec¢do apos incubacao de 1 hora com Cas9-GFP. Em A,
analise qualitativa realizada em microscopio de fluorescéncia que evidenciou a expressdo de GFP. A intensidade
de fluorescéncia foi quantificada nos grupos nao transfectado, controle e Cas9-GFP, com n = 3, 2 ¢ 5,
respectivamente, evidenciando, em B, diferencas estatisticas na fluorescéncia entre os grupos nao transfectado e
controle (p = 0,0040, **), ndo transfectado e Cas9-GFP (p < 0,0001, ****) e controle e Cas9-GFP (p = 0,0008,
**%), Os dados de citometria de fluxo apresentados em C mostraram a deteccdo de GFP em células transfectadas,
enquanto a analise das porcentagens obtidas pela citometria, exibidas em D, revelou uma média de 26,14% de
hiPSCs GFP-positivas. Para a citometria de fluxo, n = 1/controle e n = 5/Cas9-GFP. Escalas correspondem a 100
pm.
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3.4.3. Transfeccdo Celular

Figura 14: Achados morfolégicos das hiPSCs em transfeccio. Aspecto imediatamente apds a aplicagdo dos
complexos de transfecgdo (Oh) e apos a adicdo de 450 pL de meio E8 completo (1h). Estruturas nucleares se tornam
bastante proeminentes, assim como a presenga de debris. Apos 24 e 72hs da transfecgdo, as células ndo apresentam
grandes diferencgas entre o grupo transfectado com o complexo de transfecgdo contendo a Cas9 e o grupo controle,
em que a presenca de Cas9 ¢ omitida. Nos painéis superiores, escalas representam 50 pm, enquanto nos painéis
inferiores representam 20 pm.

A transfecc¢do celular revelou achados morfoldgicos importantes nas hiPSCs utilizadas
no experimento. Independentemente do grupo experimental, as células exibiram,
imediatamente ap6s a administracdo dos complexos de transfec¢do, um aspecto birrefringente
nas bordas das coldnias, o que atribuimos a metodologia de lipofecgdo (Figura 14). Uma hora

apos a incubagdo com os complexos de transfeccdo, as células passaram a apresentar nucleos
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extremamente proeminentes, além de uma quantidade significativa de debris, fendmeno
possivelmente associado a toxicidade da lipofectamina. Apds 24 horas da transfeccdo, nao
foram observadas diferengas morfoldgicas notaveis entre as células do grupo controle e do
grupo experimental. No entanto, 72 horas apods a transfecgdo, as células do grupo controle
exibiram colonias com maior nivel de compactagdo em comparacdo ao grupo experimental.
Atribuimos esse achado ao fato de que o processo de modificagdo génica provavelmente gera
estresse celular, o que resulta em um maior nivel de descompactagdo das colonias no grupo

expostos aos complexos de transfec¢ao contendo a endonuclease Cas9.
3.4.4. Validacao da expressao dos Genes knock-in

A indugdo ao endoderma definitivo nas células submetidas a edi¢cdo génica resultou
em achados promissores, evidenciando a expressdo dos genes reporteres ligados a SOX17 e
PRDM1I em todos os grupos experimentais, independentemente da presenca dos adjuvantes
VPA e AZD 7648. Essa observacao foi feita através da analise das fluorescéncias RFP (para
SOX17, Figura 15) e GFP (para PRDM1, Figura 16), que confirmaram a preseng¢a de células
positivas para ambos os marcadores nos diferentes grupos analisados. Nenhum sinal de
fluorescéncia foi detectado nas células do grupo controle (transfectadas na auséncia de Cas9).
Devido a auséncia de um processo de selecao prévio das hiPSCs submetidas a edi¢do génica,
foi possivel identificar muitas células endodérmicas que ndo expressavam os repoérteres
fluorescentes, possivelmente representando uma subpopulacdo ndo modificada ou nao
completamente diferenciada. Apesar disso, a expressdo consistente dos marcadores
fluorescentes nas amostras foi considerada satisfatoria e indicativa de que as estratégias de
knock-in e inducdo ao endoderma definitivo foram eficazes para gerar hiPSCs repoérteres e

ativar a coexpressao dos genes de interesse.

Além disso, assim como observado nas etapas anteriores de indu¢do ao endoderma
definitivo, constatamos uma quantidade significativa de células soltas no fundo das placas de
cultura. Esse fendmeno ¢ uma caracteristica reconhecida e frequentemente reportada pelo
fabricante do kit de indu¢do, possivelmente refletindo a morte celular seletiva de populagdes
que ndo completaram a transi¢do eficiente para o fendtipo de endoderma definitivo. Apesar
dessa limitagdo, a presenga de células fluorescentes nos grupos experimentais reforca o sucesso
do protocolo de indugdo em demonstrar a funcionalidade dos genes repodrteres introduzidos,

sendo um passo importante para validar o modelo proposto.
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Figura 15: Deteccdo da RFP em células do endoderma definitivo. Foi possivel identificar a presenga de sinal
fluorescente RFP em células de todos os grupos experimentais, exceto no grupo controle. Pontas de seta indicam
células SOX17-RFP positivas. Escalas correspondem a 100 um.
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Figura 16: Deteccio da GFP em células do endoderma definitivo. Foi possivel identificar a presenca de sinal
fluorescente GFP em células de todos os grupos experimentais, exceto no grupo controle. Pontas de seta indicam
células PRDM1-GFP positivas. Escalas correspondem a 100 pm.
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3.4.5. Deteccio dos insertos por meio de PCR juncional e eletroforese capilar

Os resultados obtidos por meio da PCR juncional confirmaram molecularmente o

sucesso da inser¢ao dos construtos nos /oci-alvo, validando a eficacia do procedimento.

Nas hiPSCs SOX17-RFP, os grupos experimentais sem farmacos, tratados com VPA e
com AZD 7648, apresentaram amplicons na jung¢do 5’ variando entre 200 e 300 pb, com valores
proximos ao esperado de 219 pb (Figura 17). Destacou-se a amostra do grupo tratado com VPA,
que apresentou amplicons mais préximos do tamanho esperado. O grupo controle, por sua vez,
nao revelou nenhum amplicon detectavel nessa faixa de tamanho. Na juncao 3°, os mesmos
grupos experimentais exibiram amplicons proximos ao valor esperado de 429 pb, sendo que a
amostra tratada com AZD 7648 apresentou o pico mais proximo desse tamanho. Apesar do
grupo controle apresentar algum grau de arraste, possivelmente indicando degradagao do DNA

amplificado, ndo foram observados picos proximos ao tamanho esperado.

Nas hiPSCs PRDM1-GFP, as amostras dos grupos sem farmacos e tratadas com VPA
exibiram amplicons entre 200 e 300 pb na jun¢do 5°, com o grupo sem farmacos revelando um
pico em torno de 202 pb, valor esperado (Figura 18). Em contraste, nenhum pico préximo ao
tamanho esperado foi detectado na amostra tratada com AZD 7648, ainda que a fluorescéncia
tenha sido confirmada nos experimentos anteriores. O grupo controle também nao apresentou
amplicons detectaveis na faixa esperada para a jungdo 5°. Ja na juncao 3’°, todos os grupos
experimentais, exceto o controle, apresentaram amplicons proximos ao valor esperado de 197

pb. O grupo sem fdrmacos novamente se destacou, com um pico proximo a 206 pb.

A presenga de multiplos picos e amplicons nas amostras reflete a auséncia de uma
padronizagdo propriamente dita para as condi¢des ideais da reacdo de PCR juncional. Esses
resultados indicam a necessidade de otimiza¢do de pardmetros como temperatura de
anelamento, e concentracdo de gDNA, para melhorar a especificidade e a consisténcia dos
produtos amplificados. No entanto, consideramos esses resultados positivos, especialmente
porque foram obtidos utilizando gDNA de hiPSCs submetidas a edicao génica, mas que ainda
ndo passaram por processos de selecdo. Isso refor¢a a robustez do sistema empregado e fornece
uma base importante para passos futuros, que poderdo incluir a selecdo clonal, o

estabelecimento das condi¢des 6timas de amplificagcdo, e sequenciamento.
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Figura 17: Resultados da eletroforese capilar das amostras de hiPSCs-SOX17-RFP submetidas a PCR
juncional. Todos os grupos experimentais apresentaram bandas proximas aos valores estipulados para as jungdes
5’ (219 pb) e 3° (429 pb), indicadas pelo grifo vermelho.
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Figura 18: Resultados da eletroforese capilar das amostras de hiPSCs-PRDM1-GFP submetidas
juncional. O grupo sem farmacos e VPA apresentaram bandas proximas ao valor estipulado para a jungdo 5’ (202
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3.4.6. Selecao das células geneticamente modificadas

Realizamos testes de selecdo das células utilizando antibidticos seletivos nas
concentragdes estabelecidas pelas curvas de morte: 1,6 pg/mL de blasticidina e 0,8 pg/mL de
puromicina. Esses tratamentos foram aplicados as hiPSCs submetidas aos knock-in SOX17-
RFP ¢ PRDMI-GFP respectivamente. As células dos grupos experimentais sem farmacos,
tratadas com VPA e AZD 7648, demonstraram, morfologicamente, maior resisténcia aos
antibioticos em comparacao ao grupo controle, mantendo-se viaveis até pelo menos o sexto dia
de tratamento em ambas as linhagens (Figura 19 e Figura 20). No entanto, no oitavo dia,
observou-se uma alta taxa de mortalidade celular na grande maioria das amostras, com exce¢ao
de um pequeno numero de células sobreviventes nos grupos tratados com VPA e AZD 7648 das

hiPSCs SOX17-RFP.

Durante o tratamento com puromicina, areas de diferenciagdao espontanea tornaram-se
evidentes no sexto dia em todos os pocos, embora a exposi¢ao ao antibiotico nao tenha resultado
na formag¢ao de corpos embrioides nesse experimento (Figura 20). Nas condi¢des de controle
de ambas as linhagens, a maioria das células foi eliminada até o sexto dia, confirmando a
eficacia das concentracdes de selecdo empregadas. Esses resultados destacaram a influéncia dos
tratamentos com VPA e AZD 7648 na resisténcia das hiPSCs submetidas a edi¢cdo génica e nos
levaram a deduzir a necessidade de ajustes na duracdo ou nos pardmetros dos protocolos de

selecdo para otimizar a sobrevivéncia das células geneticamente editadas.
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SOX17-RFP Blasticidin Selection
Control Without Drus
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——
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Figura 19: Resultados preliminares da selecio de hiPSCs SOX17-RFP resistentes a blasticidina. No 4° dia
de exposi¢do ao antibiodtico seletivo, € possivel observar diferencas qualitativas entre o grupo controle e os demais
tratamentos. No 6° dia, as células do grupo controle ja apresentavam altas taxas de mortalidade, enquanto no 8°
dia somente células tratadas com VPA e AZD 7648 apresentavam células resistentes. Escalas correspondem a 50
pm.
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PRDM1-GFP Puromycin Selection
Control _— thout rugs . VPA
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——

50 um

50 um
—

Figura 20: Resultados preliminares da sele¢cio de hiPSCs PRDM1-GFP resistentes a puromicina. No 4° dia
de exposi¢do ao antibiodtico seletivo, € possivel observar diferencas qualitativas entre o grupo controle e os demais
tratamentos. No 6° dia, as células do grupo controle ja apresentavam altas taxas de mortalidade, enquanto nos
demais grupos foi possivel observar a presenca de areas de diferenciacdo espontinea, indicadas pelas pontas de
seta. Ja no 8° dia, todos os grupos nao apresentavam células viaveis. Escalas correspondem a 50 pm.
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4. DISCUSSAO

A geragao de iPSCs humanas carreando alelos reporteres funcionais ¢ uma estratégia
sofisticada e altamente relevante para estudos que investigam mecanismos celulares e
moleculares. Essas linhagens permitem um acompanhamento mais preciso da expressdo génica
em tempo real, viabilizando andlises dindmicas da diferenciacao celular e do desenvolvimento
humano (Cotta et al., 2024; Puspita et al., 2024). Além disso, no contexto brasileiro, a
implementa¢ao dessa metodologia representa um avango significativo para a autonomia
cientifica do pais. Reduzir a dependéncia de tecnologias e linhagens importadas ndo apenas
fortalece a pesquisa local, mas também estabelece uma base para colaboragdes internacionais

mais equitativas.

O estudo alcangou avancos significativos no campo da biologia celular e da edi¢ao
génica aplicada, focando na identificagdo e geragdo e de linhagens modificadas de iPSCs
humanas. Nossos resultados, além de contribuirem para a biologia basica, tém implicagdes
diretas em potenciais aplicagdes biotecnoldgicas e biomédicas. Primeiramente, as hiPSCs
foram extensivamente caracterizadas, o que assegurou a robustez da linhagem utilizada. Essa
caracterizagdo, realizada em diferentes momentos de cultivo, revelou informagdes cruciais
sobre viabilidade celular, proliferacao e marcadores especificos de pluripoténcia. Tais analises
reforgam a necessidade de um controle rigoroso da qualidade das linhagens para garantir a

reprodutibilidade e confiabilidade dos experimentos subsequentes.

Um aspecto central deste trabalho foi a avaliagdo do impacto dos fdrmacos, VPA e
AZD 7648, nas condigdes de cultivo das hiPSCs. Uma das principais aplicagdes do VPA em
1PSCs ¢ sua capacidade de aumentar a eficiéncia da reprogramacgdo de células somadticas para
estados pluripotentes. Pesquisas demonstraram que o VPA pode melhorar significativamente a
eficiéncia de indugdo de iPSCs ao promover a expressdo de genes associados a pluripoténcia,
como OCT4, SOX2 e NANOG (Aguirre-Vazquez et al., 2021). Esse efeito ¢ atribuido ao papel
do VPA como um inibidor de HDAC, que altera o landscape da cromatina, facilitando um
ambiente mais favoravel para a ativagdo dos genes de pluripoténcia durante o processo de
reprogramag¢do (Ahmed et al., 2022). Por outro lado, o AZD 7648 se destaca como um potente
inibidor de DNA-PK, uma proteina que desempenha um papel crucial na resposta ao dano e
nos mecanismos de reparo do DNA (Lapa et al., 2023). Um dos principais mecanismos pelos
quais 0 AZD 7648 melhora a edigdo génica ¢ a inibicdo da jungdo de extremidades nao

homologas (NHEJ), uma via de reparo de DNA concorrente que frequentemente leva a
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resultados indesejaveis em aplicagcdes de CRISPR/Cas9. Estudos demonstraram que o uso do
AZD 7648 desloca significativamente o equilibrio em dire¢ao ao reparo dirigido por homologia
(HDR), aumentando assim a eficiéncia de inser¢des génicas precisas. Por exemplo, Wimberger
et al. destacaram que a inibi¢ao simultanea de DNA-PK e Pol©O nao apenas melhora a eficiéncia
de integragdo, mas também aumenta a precisdo da edicdo do genoma, confirmando o papel
critico de DNA-PK nesse contexto (Wimberger et al., 2023). De forma semelhante, Kanke et
al. relataram que a presenca do AZD 7648 foi essencial para alcangar knock-ins eficientes
utilizando moldes de DNA de fita simples em células primarias, ressaltando ainda mais sua
importancia na facilitacdo do HDR (Kanke et al., 2024). Embora ambos os compostos fossem
inéditos em nossas praticas, eles demonstraram melhorar a viabilidade celular, mesmo sem
aumentos significativos na taxa de proliferacdo. Esse comportamento pode ser atribuido aos
mecanismos potencialmente distintos de agdo dos farmacos, envolvendo modificacdes na
cromatina e alteracdes na dindmica do ciclo celular. Esses achados sdo particularmente
importantes em contextos em que a viabilidade celular desempenha um papel critico, sugerindo

que esses farmacos podem ser ferramentas valiosas para a edi¢do génica em hiPSCs.

Além disso, a implementa¢do de uma abordagem alternativa para induzir a expressao
de SOX17 ¢ PRDM] durante a indugdo ao endoderma constituiu um avango importante dentro
do estudo. A estratégia, baseada em andlises morfologicas, fenotipicas e moleculares,
demonstrou eficacia na modulacao da diferenciacdo celular. Em consonancia com outros
trabalhos, um achado relevante foi a repressdao de SOX2 e a suprraregulagao de SOXI7 nas
células do endoderma definitivo. Esse fendomeno ocorre porque SOX17 e SOX2 compartilham
semelhancas moleculares e competem entre si, o que leva SOX17 a favorecer a transcri¢ao de
genes associados a pluripoténcia no momento da diferenciagdo (Jostes et al., 2020). A regulacao
negativa de PDGFA também reforca esse comprometimento com a diferenciagdo (Wang S. et
al., 2019). Esses resultados destacam a importancia das vias de SOX17 ¢ PRDM 1 no processo
de inducdo ao endoderma e abrem novas perspectivas para investigagdes futuras, especialmente
na diferenciacdo de hPGCLCs, em que a indu¢do a endoderma ainda nao foi investigada como
etapa intermedidria entre a transi¢do de hiPSCs para hPGCLCs (Frost & Gilchrist, 2024). O
impacto dessa abordagem vai além dos nossos objetivos iniciais, e oferece uma base promissora

para estudos mais amplos sobre o desenvolvimento humano.

Adicionalmente, este trabalho implementou a tecnologia CRISPR/Cas9 para a geragcao
de linhagens knock-in de hiPSCs humanas com alelos reporteres, um esfor¢o que resultou na

criagdo linhagens expressando marcadores fluorescentes para SOX17 e PRDMI. Essas
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linhagens estabelecem uma plataforma robusta para futuros experimentos focados na inducao
a formacdo de células germinativas primordiais humanas. Essa conquista ¢ especialmente
significativa, pois representa um marco pioneiro no Brasil, j& que nenhum outro grupo no pais
se dedicou a geragao de linhagens de hiPSCs com alelos reporteres funcionais até o momento.
Esse avango ndo sé evidencia a capacidade cientifica do grupo de pesquisa, mas também reforca
a importancia de investir em abordagens inovadoras no campo da biologia celular e molecular
em territorio nacional. Além disso, destaca a aplicabilidade de tecnologias como a
CRISPR/Cas9 para a geragdo de ferramentas poderosas para estudos de desenvolvimento
humano in vitro, como a oogénese humana. As linhagens de hiPSCs reporteres empregadas em
estudos anteriores para a reconstrugdo desse processo bioldgico foram geradas por plataformas

distintas do CRISPR/Cas9, o que refor¢a a originalidade desta pesquisa (Cotta et al., 2024).

Os resultados obtidos neste trabalho s3o consistentes com dados previamente descritos
na literatura, o que fortalece tanto a validade quanto a robustez dos protocolos adotados. Tal
congruéncia ndo so reforca a credibilidade cientifica do trabalho, mas também atesta o
alinhamento das metodologias empregadas com as praticas internacionais, consolidando a
relevancia dessas abordagens. As hiPSCs analisadas apresentaram caracteristicas morfologicas,
ultraestruturais e de estabilidade genética que estdo em total conformidade com o esperado para
células-tronco de pluripoténcia induzida. Em particular, este estudo fez uma contribuigdo
significativa ao caracterizar a ultraestrutura da linhagem proveniente do LaNCE-USP, um
aspecto ainda nao explorado para essa linhagem especifica. As observagdes feitas corroboraram
as descrigoes classicas de hiPSCs, evidenciando uma organizagdo celular bem definida, com
nucleos grandes e nucléolos proeminentes, além de mitocondrias e reticulo endoplasmatico

organizados de forma tipica (Tobias et al., 2018; Matz et al., 2017; Courtot et al., 2014).

Adicionalmente, as respostas obtidas com a aplicagdo de antibidticos seletivos
mostraram-se compativeis com os dados encontrados na literatura, demonstrando que as células
responderam de maneira previsivel (Ali¢ et al., 2021; Sluch et al., 2018). Este aspecto ¢
especialmente relevante, pois comprova a funcionalidade dos sistemas de selecao empregados,
um ponto crucial para o sucesso da metodologia. Quanto ao uso de VPA e AZD 7648, as doses
aplicadas neste estudo estdo alinhadas com as concentragdes descritas por outros grupos de
pesquisa que utilizam hiPSCs. Esse alinhamento metodologico assegura a reprodutibilidade e
comparabilidade dos dados obtidos, além de reforgar a relevancia dessas doses para promover
a edi¢cdo génica eficiente e influenciar a dindmica celular sem comprometer a viabilidade das

células.



110

Em relag@o a andlise de proliferacdo celular, o tempo de incorporagdo do EdU em
hiPSCs foi adequado, fornecendo dados relevantes sobre a taxa de replicagdo do DNA. Esses
resultados confirmam que o protocolo utilizado estd ajustado as necessidades do estudo, ao
mesmo tempo em que abrem possibilidades para refinamentos futuros. Por exemplo, a inclusdo
de andlises complementares, como a imunomarcagdo de marcadores de proliferacdo celular
(KI67 e PCNA), poderia fornecer informacdes mais detalhadas sobre a dindmica do ciclo
celular nas hiPSCs. Além disso, a utilizagdo de citometria de fluxo para quantificar a
porcentagem de células EAU+ nos ensaios de proliferagdao celular representaria um avango
metodologico significativo, permitindo a obtencdo de dados quantitativos mais precisos sobre

esse processo em hiPSCs.

Os resultados obtidos com a aplicacdo da tecnologia CRISPR/Cas9 para knock-in nas
hiPSCs, como descrito anteriormente, sdo promissores, demonstrando a viabilidade da
estratégia adotada. No entanto, algumas etapas ainda exigem otimizagdes e analises adicionais
para consolidar plenamente os dados obtidos até o momento. A quantificagdo precisa da
porcentagem de células RFP e GFP positivas apds a inducdo ao endoderma em células nao
selecionadas € um passo essencial para validar a funcionalidade dos alelos reporteres gerados,
sobretudo por conta da possibilidade de avaliar qual tratamento é mais adequado para melhorar
a eficiéncia do knock-in. Para isso, a citometria de fluxo surge novamente como uma técnica
relevante, oferecendo uma avaliagdo quantitativa robusta da porcentagem de células RFP e GFP
positivas em cada tratamento. Complementarmente, serd necessario realizar a clonagem de
células Unicas (single cell cloning) das hiPSCs resistentes aos antibidticos seletivos, o que
possibilitard uma caracterizagdo genética completa por meio de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) e a geragdo de uma populacdo celular geneticamente idéntica. Esse passo sera
crucial para confirmar a localizagdo e integridade das insergdes genéticas, bem como para

avaliar a auséncia de insercoes off-target e possiveis mutacoes indesejadas.

Adicionalmente, a analise da estabilidade gendmica das células deve ser aprofundada,
com a realiza¢do de caridtipo nas linhagens modificadas, o que assegurara que o processo de
edicdo ndo comprometeu a estabilidade cromossomica. A aplicacdo de técnicas como
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) com sondas especificas para os construtos inseridos,
mapeamento Optico do genoma, LiveFISH e CasFISH permitird a confirmacdo visual da
presenca dos segmentos de DNA no genoma, além da identificagdo de possiveis integracdes
ectopicas (Gallego Villarejo et al., 2024; Wang H. et al., 2019). A validacdo funcional das

células geneticamente modificadas também ¢ um passo essencial e envolvera a quantificacdo
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da expressdo de marcadores de pluripoténcia e endoderma, tanto a nivel transcricional quanto
proteico. Essas analises, realizadas por qPCR e imunofluorescéncia, devem ser conduzidas
tanto em células indiferenciadas quanto diferenciadas, fornecendo uma compreensdao
abrangente sobre o impacto da modificacdo genética no estado funcional das células, i.e., a

manuten¢do da alta capacidade de diferenciagao.

Embora estes passos adicionais ainda sejam necessarios, os dados aqui apresentados
indicam que a estratégia de knock-in adotada ¢ promissora para a geragao de linhagens de hiPSC
reporteres. Com a implementagdo das etapas futuras, serd possivel consolidar a utilidade das
linhagens desenvolvidas, contribuindo significativamente para o avango de estudos sobre
diferenciagdo celular e desenvolvimento in vitro. No entanto, apesar dos resultados
significativos e promissores, o processo foi marcado por uma série de dificuldades técnicas e
logisticas que impactaram o andamento dos experimentos e a obtencao de alguns dados. Uma
das principais dificuldades foi a sintese dos bragos de homologia via amplificacdo dos dSDNA
utilizados no processo de knock-in. A auséncia de informagdes claras sobre a utilizagao dos
primers fornecidos com o kit dificultou a etapa inicial de preparo dos reagentes, exigindo
esforcos adicionais para padronizar as condi¢des de amplificacdo. Além disso, a falta de
esclarecimento quanto a estratégia de Inner-outer Overlapping PCR resultou em diversos
equivocos, como o uso inadequado de primers de verificagdo para amplificacdo dos dsDNA:s,
0 que gerou incertezas ao longo do processo. Por fim, tornou-se necessario o de redesenho dos
primers e otimizagao das reagdoes de PCR, impactando significativamente a progressao continua

dos ensaios.

Paralelamente, a recuperacdo das hiPSCs apods os processos de edigdo e
criopreservacao também foi um ponto critico, com perdas celulares consideraveis que limitaram
a continuidade dos experimentos em varias ocasides. Inimeras tentativas de transfeccdo foram
realizadas desde dezembro de 2023, mas sempre ocorreram percalgos: ou as hiPSCs morriam
apos a transfec¢do, ou ndo suportavam a criopreservacao e apresentavam viabilidade nula no
momento do descongelamento. Em fungao disso, adotamos a estratégia de realizar ao menos
duas passagens sequenciais apds esses experimentos mais estressantes. Outro desafio
significativo foi a sele¢do de células geneticamente modificadas: ja em 2024, conseguimos
selecionar colOnias resistentes aos antibidticos seletivos, mas, inesperadamente, as células ndo
sobreviveram a longo prazo. As estratégias adotadas apresentaram, portanto, limitagdes para
isolar eficientemente as hiPSCs de interesse, o que nos levou a desenvolver abordagens

alternativas que ainda precisam ser refinadas.
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Além desses obstaculos, problemas técnicos com equipamentos laboratoriais, quedas
de energia e atrasos na entrega de insumos essenciais, como o meio E8 e os kits Truelag™
Donor DNA RFP/GFP Stem, atrasaram a execucao de experimentos criticos. Adicionalmente,
contaminagdes recorrentes durante as indugdes ao endoderma representaram um desafio
frequente. Apesar das praticas assépticas e da revisdo constante das condi¢des de cultura, essas
contaminagdes interferiram na obten¢do de dados consistentes, exigindo reinicios de
experimentos e limitando o tempo disponivel. Manter culturas de hiPSCs sem o uso de
antibioticos em um ambiente compartilhado com outros pesquisadores, que manipulavam
diferentes linhagens celulares, incluindo culturas primdrias, representou um desafio adicional,

exigindo um controle rigoroso das boas praticas de cultura.

Outro aspecto relevante que impactou a execucao dos experimentos foi a dificuldade
em padronizar os parametros da PCR juncional. A limitagdo de tempo para otimizar
adequadamente o anelamento de cada primer, as concentragdes de DNA gendmico, os tempos
de extensao e outros fatores comprometeu a obtengao de resultados consistentes nessa analise.
Para contornar essa limitagao, optamos pela eletroforese capilar, um método mais sensivel do
que a eletroforese em gel de agarose, que nos permitiu localizar as bandas de tamanho esperado
de maneira mais precisa. Da mesma forma, a restricdo de tempo impossibilitou no presente
estudo a selecdo e expansdo de clones individuais para posterior sequenciamento, um passo

essencial para validar a integridade das edigdes genéticas.

Embora essas dificuldades tenham atrasado algumas etapas, elas proporcionaram
aprendizados importantes que servirdo para a otimizagdo de protocolos em experimentos
futuros. A experiéncia acumulada ao longo deste estudo estabelece uma base solida para superar
esses desafios com maior eficiéncia em trabalhos subsequentes. Além disso, as limitacdes
encontradas ressaltam a importancia do planejamento estratégico e da alocacao adequada de
tempo para etapas criticas, especialmente em projetos de natureza tdo complexa e inovadora
como o presente. As hiPSCs geradas e criopreservadas durante este trabalho representam um
recurso valioso para estudos futuros. Todas as linhagens, originadas de diferentes grupos
experimentais, estdo agora disponibilizadas para a continuidade das andlises e para o
desenvolvimento de novos experimentos. Isso amplia significativamente o potencial de

aplicacdo das metodologias desenvolvidas até o momento.

Uma das primeiras etapas a ser considerada ¢ a repeti¢ado do processo de selecao,

utilizando, inicialmente, doses mais baixas de antibidticos seletivos. Esse ajuste gradual
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permitira otimizar a eficiéncia na sele¢ao de células geneticamente modificadas, minimizando
impactos negativos sobre a viabilidade celular e, assim, aumentando a reprodutibilidade dos
resultados. Além disso, as linhagens estabelecidas poderdo ser aplicadas diretamente em
protocolos de indu¢ao a hPGCLCs, consolidando o uso dessas ferramentas em modelos de
estudos da especificagdo e oogénese inicial. Isso permitird explorar aspectos-chave do
desenvolvimento celular e dos mecanismos regulatérios envolvidos na formagdo de células

germinativas humanas, avangando na area de biologia reprodutiva.

Perspectivas ainda mais amplas, incluem a integracdo dessas células em sistemas de
microfluidica, com o objetivo de criar modelos mais sofisticados, como organ-on-a-chip de
ovéario, uma abordagem inédita na biologia reprodutiva humana. Essa estratégia inovadora
possibilitara simular de maneira mais precisa o microambiente de diferenciagcdo celular,
permitindo realizar estudos dindmicos e complexos sobre a interacao entre hPGCLCs e outros
tipos celulares, como as células da granulosa, em condi¢des controladas. Essas perspectivas nao
apenas garantem a continuidade do trabalho iniciado, mas também ampliam sua relevancia,
conectando-o a avancos tecnologicos e cientificos que tém o potencial de impactar
significativamente a compreensao dos processos celulares e o desenvolvimento de novas

terapias.
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CONCLUSOES INTEGRATIVAS

Os resultados apresentados nos capitulos desta dissertacdo evidenciam tanto a
relevancia cientifica quanto o potencial das tecnologias de edigdo génica na geracao de
linhagens de hiPSCs com alelos repdrteres. Além disso, destacam os desafios enfrentados e os

avancos possibilitados por essas ferramentas.

No Capitulo 1, foi realizada uma revisdo abrangente sobre as tecnologias de edi¢do
génica, com énfase na CRISPR/Cas9, demonstrando sua eficacia e versatilidade na criacao de
alelos reporteres para estudos do desenvolvimento humano, modelagem de doengas e triagens
terapéuticas. A literatura analisada destacou o potencial desses alelos como marcadores visuais
confiaveis, que fornecem insights valiosos sobre processos celulares complexos e contribuem
para o avanco do conhecimento em biologia celular e translacional. Ao mesmo tempo, foram
discutidos os desafios técnicos, como a precisdo na inser¢do de genes, a funcionalidade das
linhagens geradas e as limitagcdes metodologicas, proporcionando uma base teérica fundamental
para os experimentos desenvolvidos no Capitulo 2. Particularmente, revisamos a aplicacao de
moduladores epigenéticos e inibidores de reparo do DNA em células-tronco pluripotentes,
explorando as bases moleculares de compostos como o VPA e 0 AZD 7648 na edicdo génica
por CRISPR/Cas9. Esse embasamento foi fundamental para estruturar nossa abordagem

experimental e orientar as estratégias adotadas para alcancar os objetivos estabelecidos.

O Capitulo 2 detalhou os esforcos experimentais que resultaram na geragdo de
linhagens de hiPSCs editadas para expressar os alelos reporteres SOX17-RFP e PRDM1-GFP.
Utilizando protocolos adaptados a realidade do laboratorio, as linhagens de hiPSCs utilizadas
foram rigorosamente caracterizadas em termos de morfologia, ultraestrutura, estabilidade
genética e funcionalidade, com comportamentos consistentes com as expectativas descritas na
literatura. A validacao dos alelos reporteres em condigdes de cultivo e diferenciagdo confirmou
seu potencial para estudos de diferenciacdo e fungdo de células germinativas primordiais
humanas, fornecendo uma ferramenta valiosa para a reconstru¢do da gametogénese humana in

vitro num futuro proximo.

Esses resultados integram os avangos teoricos € experimentais, destacando o impacto
das tecnologias de edicao génica, ndo apenas no aprofundamento do conhecimento cientifico,
mas também na aplicagdo pratica para resolver questdes bioldgicas complexas. A combinagado

das abordagens descritas nos dois capitulos representa um marco pioneiro no Brasil,
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posicionando esta pesquisa como um modelo para futuros estudos que busquem aplicar hiPSCs

editadas no entendimento de processos fundamentais do desenvolvimento humano.

Ao longo deste trabalho, ficou evidente o valor das estratégias integrativas, que
combinam uma revisdo bibliografica abrangente com experimentacao pratica. Tais estratégias
foram essenciais para superar os desafios impostos pela inovagdo no uso de edicdo génica em
hiPSCs. A geracdo das linhagens SOXI17-RFP ¢ PRDMI-GFP nao apenas amplia as
possibilidades de investigagdo na biologia do desenvolvimento, mas também estabelece uma
base para projetos futuros, como o desenvolvimento de modelos organoides avangados. Isso
consolida a pesquisa nacional, posicionando o grupo de pesquisa como um participante

relevante no cenario cientifico internacional.

Embora desafiador, o trabalho com uma abordagem inovadora resultou em
aprendizados valiosos. Foi necessario ajustar protocolos, realizar adaptagdes e dedicar intensos
esforcos para superar obstaculos inerentes a introducdo de novas tecnologias, especialmente em
um cendrio com limitagdes logisticas e recursos mais restritos se comparados a centros de
pesquisa de paises mais desenvolvidos. Contudo, a experiéncia adquirida durante este processo
nos capacitou a refinar as técnicas utilizadas e a explorar suas aplicagdes futuras com maior
seguranga e eficiéncia. A geracdo dessas linhagens vai além de construir ferramentas para as
proximas etapas da pesquisa; ela também pode, a longo prazo, contribuir para posicionar o
Brasil como um ator relevante no cenario global da biologia de células-tronco. Estabelecer
expertise local em tecnologias de edicdo génica e modelagem celular ¢ fundamental para
fomentar a inovagdo cientifica no pais e atender as demandas especificas da nossa realidade,
seja na pesquisa bdsica, no desenvolvimento de modelos de doengas ou na medicina

regenerativa.
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