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INTRODUCAO

CRISPR (do inglés:Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) € um mecanismo imune de procariotos contra infeccoes virais, que pode ser
aplicado a edicao génica em outros organismos. O funcionamento é baseado em uma endonuclease capaz de clivar em uma regiao especifica mediada por uma
sequéncia de RNA com 20 nucleotideos complementar ao sitio-alvo. Esse sistema pode ser aplicado para insercao de sequéncias de DNA em regidoes especificas
como uma alternativa de tratamento de doencas genéticas a partir de terapia génica. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é avaliar duas regides génicas
associadas aos loci THUMPD3-AS1(3p25.3, homologa ao locus ROSA26) e AAVS1( 19913; 1-4067pb, sitio de insercao de virus adenoassociados) como potenciais
sitios-alvo para insercao génica, visto que sao regidoes nas quais a insercao de genes parece nao ser deletéria.

METODOLOGIA

Utilizaram-se métodos de identificacdo de potenciais sitios off-targets e de eficiéncia de clivagem a partir de analises computacionais e referéncias literarias.
Para a predicdo de off-targets, as sequéncias foram submetidas a ferramenta CHOPCHOP utilizando como base o genoma humano. Trés aspectos principais foram
avaliados para escolha das sequéncias: o numero de mismatches, o conteudo GC e a eficiéncia da endonuclease. Posteriormente, as sequéncias foram submetidas
a alinhamento local utilizando a ferramenta BLASTn. Os métodos empregados estao ilustrados (Figura 1).

Estudos anteriores que utilizaram os loci para edicao génica |

Mismatches |

Incompatibilidade de uma a trés bases na sequéncia a montante de PAM

» l . 2

Comparacoes dos produtos génicos da,ts 6 fases de Porcentagem GC
e Estabilidade do hibrido DNA/RNA

Metilacdo de DNA

¢

} Eficiéncia |
Eficiencia da edigao génica nos loci genicos com a predigéo de potencials | : — ”
off-targets e outros parametros que impecam a insercao génica Presenca de guanina na posicao 20 a montante do cédon PAM

4

\ ‘ | Auto-complementariedade |

: : sgRNA contem  SEED  (10-12 Impedir a auto-anelamento do sgRNA.
]%cr)rnall‘:;rgra]ltrargagltgcéo:ogedltos pela nucleotideos a montante do codon
' PAM) e PAM

v

Confirmar a regiao genomica das sequéncias preditas pelo CHOCHOP

Figura 1: Esquema ilustrativo de analises computacionais realizadas nas escolhas das sequéncias dos locii génicos.

RESULTADOS

Das cinco sequéncias-alvo sem mismatches para THUMPD3-AS1 e duas para AAVS1 preditos pela ferramenta CHOCHOP, apenas 3 foram selecionadas,
em funcdo dos demais fatores (Tabela 1 e Tabela 2). O contetdo GC ficou entre 50 e 70%, visto que esta é a porcentagem ideal para eficiéncia do sistema no que
se refere a estabilidade da molécula hibrida de DNA e RNA e a concentracao de dominios CG. Além desses critérios, considerou-se o valor maior que 70% como
ideal para eficiéncia de corte e a auséncia de auto-complementariedade para a escolha das sequéncias.

Tabela 1 Analise da sequéncia génica do locus THUMPD3- AS1 obtida pela ferramenta CHOPCHOP.

Sequence Genomic location Exon Strand GC% Self-complementary Mismatches Efficiency
3 ACAGCAAGTTGTCTAACCCGCGG chr3:9395263 1 - 57 0 0 0.75
10 ATGAGCGAAACCACTGCGCGGGEG chr3:9396769 1 - 65 0 0 0.70

Tabela 2 Analise da sequéncia génica do locus AAVS1 obtida pela ferramenta CHOPCHOP

Sequence Genomic location Exon Strand GC% Self-complementary  Mismatches Efficiency

4 TTGGCCTGGAACCCCACGAGAGG sequence:3102 1 + 65 1 0 0.70

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A predicao de analises computacionais permitiu a obtencédo de 2 sequéncia para o locus THUMPD3-AS1 e 1 para AAVS1 com 23 nucleotideos com base
nos critérios mencionados. A partir de alinhamento local, a averiguacéao dos resultados preditos pela ferramenta CHOCHOP nao mostrou potenciais off-targets das
sequéncias em outro local descrito do genoma humano e 100% de identidade das sequéncias escolhidas com a de cada locus génico sendo e-value igual ou menor
gue 0,0003. Com o intuito de confirmar as predicdes realizadas, essas sequéncias serdo submetidas a ensaios experimentais por intermedio de cultivo celular para a
confirmacao in vitro da predicao de off-targets visando a utilizacdo dos sitios-alvos na terapia génica.



