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RESUMO

Mucopolissacaridose tipo | (MPS ) é causada pela deficiéncia da enzima alfa-L-
iduronidase (EC. 3.2.1.76) codificada pelo gene IDUA. A deficiéncia enzimética
leva ao acumulo de heparan e dermatan sulfato dentro de lisossomo
desencadeando efeitos multissistémicos. CRISPR/Cas9 é um mecanismo do
sistema imune de procariotos que promove a clivagem de uma regido especifica a
partir de um RNA guia (sgRNA) com 20 nucleotideos. Terapia génica com 0
sistema CRISPR/Cas9 vem sendo desenvolvida para o tratamento de MPS |,
contudo a analise dos efeitos off-targets deve ser realizada antes da sua aplicacéo
em ambito clinico. O objetivo desse estudo € avaliar potenciais off-targets para a
variante mais comum encontrada em pacientes com Mucopolissacaridose |
(p.Trp402*). Utilizou-se cinco preditores in silico: CHOPCHOP, COSMID, Cas
OFFinder, CCTop and CRISPOR. Assim, 109 sequéncias foram obtidas como
potenciais regides de clivagem no genoma humano, além do sitio-alvo. Ainda, a
avaliacdo da frequéncia alélica de variantes nessas sequéncias mostrou 34 sitios
polimorficos. Portanto, essas analises permitem uma avaliacdo antecipada do
possivel efeito de off-targets na funcionalidade celular durante o uso do sistema de
edicdo CRISPR/Cas9.

Palavras chave: MPS |, CRISPR/Cas?9, off-targets



ABSTRACT
Mucopolysaccharidosis type | (MPS 1) is caused by alpha-L-iduronidase deficiency
(EC. 3.2.1.76), which is coded by IDUA gene. The enzyme deficiency leads to
accumulation of heparan and dermatan sulfate (GAGS) into lysosomes triggering a
multisystemic disease. CRISPR/Cas9 is a prokaryote’s immune mechanism that
promotes the cleavage of specific regions guided by a 20 nucleotide RNA. Therapy
with CRISPR/Cas9 has been developed to treat MPS |, however a detailed
investigation of off-targets effects must be performed before it reaches clinical
application. The aim of this study is to evaluate possible off-target regions for the
most predominant variant found in MPS | patients (p.Trp402*). In silico predictors
CHOPCHOP, COSMID, Cas OFFinder, CCTop and CRISPOR were used. A total
of 109 off-targets was obtained for this variant. The evaluation of allele frequency
in these sequences showed 34 polymorphic sites. This analysis provides an early
screening of the off-target effects in cell function before CRISPR/Cas9 system can

be clinically used.

Key words: MPS |, CRISPR/Cas9, off-targets
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INTRODUCAO

As Mucopolissacaridoses (MPS) estdo inseridas no grupo de doencas
relacionadas ao deposito lisossomal de glicosaminoglicanos (GAG) causadas pela
deficiéncia de enzimas lisossdomicas (Neufeld & Muenzer, 2001). Com excec¢ao da
Mucopolissacaridose Il, que apresenta padrdo de heranca ligada ao X, as demais
MPS sdo autossGmicas recessivas. Dentre elas, a Mucopolissacaridose tipo |
(MPS 1) é causada pela deficiéncia da enzima alfa-L-iduronidase (EC.3.2.1.76)
codificada pelo gene IDUA (Neufeld & Muenzer, 2001). A deficiéncia enzimatica
leva ao acumulo de glicosaminoglicanos do tipo heparan e dermatan sulfato dentro
dos lisossomos, desencadeando problemas nos processos metabdlicos nos quais
essa organela estd envolvida. Com isso h& perturbacdo na estabilidade e
integridade celular, que acarretam disfungdes multissistémicas.

Véarias mutacbes patogénicas ja foram descritas no gene IDUA, e a
intensidade das manifestacfes clinicas esta associada a atividade residual da
enzima conferida pelas diferentes variantes. Dentre os sintomas apresentados,
trés sindromes séo associadas conforme o espectro clinico: Hurler, Hurler-Scheie,
Scheie. Entre essas, Hurler apresenta sintomas mais graves em pacientes com
MPS I, e Scheie mais ténues, sendo Hurler-Scheie a forma intermediarios entre as
duas anteriores (Neufeld & Muenzer, 2001). Entre as variantes identificadas em
pacientes com fenétipo mais severo, p.Trp402* € um alelo nulo que apresenta
auséncia de deteccdo do produto génico, alfa-L-iduronidase (Oussoren et al.
2013). Conjuntamente, estudos na populacéo brasileira indicam que essa variante
€ a mais comumente encontrada entre os pacientes com MPS | (Matte et al., 2000;
Matte et al., 2003). Além disso, esta também é a mutacdo mais comum na maior
parte das populacdes estudadas, superando 50% dos alelos em alguns paises
(Polleto et al., 2018).

Reposicdo enzimatica e transplante de células hematopoiéticas séo
terapias aprovadas e aplicadas nos casos de MPS | e visam restituicdo da enzima
deficiente (Hobbs et al., 1981; Giuliani et al., 2010). Contudo, ambos apresentam
uma eficiéncia limitada, especialmente sobre o sistema neuroldgico (Penati et al.,

2017). Atualmente, novos tratamentos estdo sendo desenvolvidos a partir de
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outras abordagens farmacoldgicas e de edigdo génica para amenizar 0s sintomas
e corrigir o defeito génico (Gonzalez, 2016; De Carvalho et al., 2017).

Dentre as alternativas terapéuticas de edicdo génica, nucleases de dedo de
zinco (ZFN), nucleases efetoras do tipo ativador transcricional (TALEN) e
repeticbes palindrdmicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas
(CRISPR) estéo inseridas no grupo de tecnologias de edi¢do génica que visam a
manipulacdo gendbmica para diferentes propositos. O uso de edicdo génica
utilizando o sistema CRISPR/Cas9 é promissor como alternativa de tratamento,
uma vez que permite alta especificidade para correcdo das diferentes variantes
encontradas nos pacientes com doencas genéticas, como a MPS |. Além disso é
pouco oneroso e nao precisa de construcdo e validacdo estrutural de proteina
para cada alvo quando comparado as duas outras técnicas anteriores, apenas
requerendo uma uUnica endonuclease e pareamento de bases complementares
entre RNA e DNA (Doudna & Charpentier, 2014).

CRISPR (do inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) € um mecanismo do sistema imune de procariotos contra infecces
virais, que pode ser aplicado a edicdo génica em outros organismos. Seu
funcionamento se baseia em uma endonuclease capaz de clivar em uma regiao
especifica mediada por uma sequéncia de RNA (sgRNA) com 20 nucleotideos
complementar ao sitio-alvo adjacente a jusante ou a montante da sequéncia NGG
(PAM) para Streptococcus pyogenes. Terapias com o sistema CRISPR/Cas9
estdo sendo desenvolvidas para MPS | por intermédio de ensaios in vitro e in vivo
(De Carvalho et al ,2015; De Carvalho et al, 2018; Schuh et al., 2018).

Entretanto, a edicdo génica com o uso do sistema CRISPR/Cas9 traz como
principal desafio a possibilidade de clivagem fora do sitio alvo (os chamados off-
targets), associados a efeitos deletérios e prejudiciais na aplicacdo segura do
mecanismo de edi¢cdo. Logo, hda um consenso de que € necessario um
melhoramento na especificidade e fidelidade do sistema para sua aplicacdo no
ambito clinico (Liang et al., 2015; De Carvalho et.al., 2015)

Com o proposito de compreender os fatores que levam a clivagem de
outros sitios além da regido-alvo, ha experimentos que analisam alguns fatores
baseados na sequéncia do RNA guia como a existéncia de uma guanina na
posicdo 20 proxima ao motivo adjacente do protoespacador (PAM) no sitio-alvo, o

contetdo de GC, numero de mismatches ou indels a montante da sequéncia PAM
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e presenca dessa sequéncia, entre outros (Fu et al., 2013; Scott et al, 2017).
Experimentos mostram que o namero e posicdo de mismatches sdo parametros
importantes na escolha do sgRNA, posto que estdo associados a probabilidade de
outros sitios serem clivados sendo provavelmente decorrentes da estabilidade da
molécula hibrida formada. Em um estudo, a reducdo do nimero de mismatches
pareceu favorecer a clivagem de outros sitios quando comparado com maior
namero de mudancas na sequéncia com relacdo a da regido-alvo. No estudo, o
namero de até 3 mismatches favoreceu a clivagem de outro sitio quando
comparado com maior niumero de incompatibilidades da sequéncia com relacao a
da regido-alvo (Tsai et al.,, 2015). Contudo, € importante observar que as
avaliacdes de potenciais regides de clivagem foram aplicadas a partir da insercao
de uma sequéncia em linhagens celulares o que pode estar limitando o nimero de
off-targets. Em segundo lugar, a posicdo de mismatches também é um fator
crucial, visto que mismatches mais distais da PAM séo toleraveis e permitem a
clivagem de outros sitios. Com o propésito de analisar essas regides, estudos
tentam avaliar a regido proximal a PAM (SEED), que ndo pode conter mismatches,
das sequéncias dos possiveis sitios off-targets similares a sequéncia do sitio-alvo
(Cong et al., 2013; Wu et al., 2014). N&o ha consenso sobre o tamanho da regido
proximal a PAM, contudo mismatches n&o localizados nos 5 nucleotideos
préximos a PAM seriam passiveis de clivagem durante o processo de edi¢cao para
determinado sgRNA em ensaios experimentais (Wu et al., 2014). Ainda, a
variagdo genética entre individuos necessita ser considerada na avaliagdo da
SEED bem como de outras regifes requeridas pelo sistema de edicdo. Assim,
conjuntamente com a identificacdo de potenciais off-targets, ha necessidade de
elucidar efeitos da variabilidade genética sob essas sequéncias para a aplicacao
do sistema de edicao.

As diferencas nas sequéncias de DNA entre os individuos da mesma
espécie sdo o0 cerne dos estudos sobre variabilidade genética, podendo ser
algumas dessas variacdes do tipo polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP),
insercdes e delecdes. Estudos demonstram que a variabilidade genética pode ter
efeito sobre os resultados do sistema de edi¢cdo tanto no processo de clivagem do
sitio-alvo como de outros sitios similares (Lessard et al., 2017; Scott and Zhang,
2017). Assim, uma investigacdo acurada da variabilidade genética em sitios off-

targets se faz necesséaria. Com isso, bancos de dados populacionais podem ser
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Uteis no reconhecimento e acesso de variantes dessas sequéncias bem como das
suas frequéncias alélicas ao longo das diferentes populacdes apés a identificacao
dos potencias off-targets pelos preditores.

Softwares publicos foram desenvolvidos para uma predi¢cdo in silico dos
potenciais sitios off-targets para sgRNA de interesse gerados na correcao do sitio-
alvo pelo sistema CRISPR/Cas9. Esses preditores utiizam o genoma de
referéncia do organismo presente em bancos de dados para deteccdo prévia das
regides com similaridade que podem ser off-targets. Neste trabalho, 5 softwares
foram utilizados como preditores para avaliar a regido onde se localiza a variante
p.Trp402* do gene IDUA e permitiram identificar regides off-targets que podem
estar associados a baixa viabilidade celular apos a edi¢cdo. Resultados do nosso
grupo de pesquisa com edicdo de fibroblastos oriundos de paciente com MPS |
mostraram um decréscimo da quantidade de células corrigidas com o sistema
CRISPR/Cas9 apés 30 dias da edicdo (Schuh et al, 2017). Ainda, o
reconhecimento de variantes para as sequéncias preditas como potenciais off-
targets foram avaliadas a partir do banco de dados populacionais 1000 genomas.

Com o intuito de identificar in silico potenciais sitios off-targets e visando
avaliar a fidelidade dos preditores, um painel para Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS) para essas regides sera construido para sequenciamento e
permitira compreender possiveis fatores que interferem na estabilidade celular
apos a edicdo. Ainda, nosso delineamento metodolégico para potenciais off-
targets no sistema de edicdo CRISPR/Cas9 podera ser utilizado nas praticas
clinicas relacionados a novos métodos alternativos de terapia génica para

pacientes com MPS | ou outras doencas genéticas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar efeitos off-targets da edicdo génica com o sistema CRISPR/Cas9

para a variante p.Trp402*.

Objetivos especificos

Identificar potenciais off-targets de sgRNA para a variante p.Trp402* do
gene IDUA utilizando diferentes preditores in silico para o sistema de edigéo
CRISPR/Cas9.

Comparar os diferentes preditores computacionais para analise in silico de
sitios off-targets.

Identificar variantes alélicas das sequéncias preditas em sitios off-target e o
seu impacto nos parametros fornecidos pelos softwares.



METODOLOGIA

O desenvolvimento do projeto foi realizado no Nucleo de Bioinforméatica do
Laboratério de Células, Tecidos e Genes (CTG) do Hospital Clinicas de Porto
Alegre sob a orientagao da Profa. Dra. Ursula da Silveira Matte e colaboracdo da
Ms. Martiela Vaz de Freitas.

Desenho experimental

O gene IDUA, localizado no cromossomo 4p.16.3 na regido gendmica
980785-998317 conforme a versdo do genoma de referéncia Ghc37/hgl9, foi
utilizado neste trabalho. O gene contém 14 éxons e codifica duas isoformas a e b
sendo a primeira com 653 aminocidos e a segunda com 523. A variante
p.Trp402*, (éxon 9 do gene) presente em pacientes com Mucopolissacaridose tipo
[, origina um cdédon de terminac&do prematuro que gera uma proteina de tamanho
menor com 401 aminoacidos afetando as duas isoformas. Logo, o sgRNA de
interesse foi desenhado buscando a melhor sequéncia que engloba a regido
gendmica onde se encontra a variante p.Trp402* (996530-996552) adjacente a
sequéncia PAM candnica para Streptococcus pyogenes (NGG).

A busca da sequéncia do sitio complementar ao RNA guia (sgRNA) onde
se localiza a variante do gene IDUA foi realizada no software CHOPCHOP
(Montague, T. et al, 2014). Nesse processo, a sequéncia no arquivo FASTA do
gene foi fornecida para a busca da regido complementar ao RNA guia que contém
NGG (sequéncia canbnica PAM) a jusante do sitio-alvo.

A sequéncia gerada possui 23 nucleotideos sendo 20 complementar ao
sgRNA, onde se encontra a variante p.Trp402* do gene IDUA, e 3 referente a
PAM (Figura 1). Na escolha da sequéncia, o conteudo GC foi estipulado de 65%
para o sgRNA. Conjuntamente, também foi avaliada a eficiéncia de corte, que esta
intimamente relacionada a presenca da sequéncia PAM adjacente ao sitio-alvo,
guantidade de sitios off-targets com até 3 mismatches e um nucleotideo de

guanina na posic¢ao 20 da sequéncia do sitio-alvo complementar ao sgRNA.
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Figura 1: Esquema representativo do sistema CRISPR/Cas9, mostrando a sequéncia do sitio alvo

onde se localiza a variante p.Trp402* (roxo claro) retornada pela busca da ferramenta CHOPCHOP
para o RNA guia (SgRNA) adjacente a sequéncia PAM (amarelo escuro).

A predicéo de potenciais sitios off-targets para sequéncia IDUA foi obtida a
partir de cinco preditores: CHOPCHOP, COSMID (Cradick et al., 2014), CRISPOR
(Haeussler et al, 2016), Cas OFFinder (Park et al., 2015), CCTop (Stemmer, M. et
al 2015). Para tal, utilizou-se a sequéncia complementar ao sgRNA para busca de
sitios similares que possam anelar com o RNA guia durante o processo de edicao.
A avaliacdo de potenciais off-targets considerou regides com até 6 pares de
bases diferentes (mismatches) e sequéncias com até 2 indels similares a do sitio-
alvo que os tornem potenciais sitios de clivagem. Por considerar que mismatches
se referem a possiveis sequéncias off-targets de mesmo tamanho a do sitio-alvo
que diferem apenas na composicdo de bases, as sequéncias denominadas por
indels serdo referentes a sequéncias que diferem em tamanho, apresentando mais
ou menos pares de bases. Ainda, a escolha dos potenciais sitios off-targets
priorizou sequéncias com 0s 5 nucleotideos adjacentes a PAM (conhecida por
SEED) sem a presenc¢a de mismatches. Posteriormente, as sequéncias de sitios
off-target foram submetidas a alinhamento local para confirmar a identidade com a
sequéncia de referéncia do genoma humano a partir da ferramenta BLASTn, posto
que algumas ferramentas apenas fornecem a localizacdo gendmica da posigéo de
clivagem.

A avaliagdo da frequéncia alélica de variantes nas regides off-targets

preditas neste trabalho foi realizada a partir da plataforma 1000 genomas fase 3
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versdo Ghc37/hgl9. No momento da andlise, a plataforma continha 2504
individuos provenientes de diferentes populacbes e 5008 alelos avaliados.
Contudo, apenas as populacdes Europeia, América Latina e Africana foram
consideradas no reconhecimento dessas variantes, visando uma analise
aproximada sobre variabilidade genética brasileira. Como visdo global, calculou-se
a frequéncia alélica mundial que considera as demais populacdes presentes no
banco de dados. Alelos com frequéncia igual ou maior a 1% em pelo menos uma
das populacfes foram considerados polimorfismos nas sequéncias preditas como

potenciais off-targets.

RESULTADOS

A avaliacdo de potenciais off-targets a partir dos cinco softwares retornou
um total de 13.422 sequéncias sendo algumas presentes em mais de um preditor.
Dessas sequéncias, 0s preditores que retornaram menor nimero de sequéncias
foram CHOPCHOP e COSMID com 1 e 15 regibes, respectivamente. CCTOP e
CRISPOR foram duas das trés ferramentas que retornaram mais regides, sendo
30 e 24 o numero de sequéncias preditas, respectivamente. Com 13.352, Cas
OFFinder retornou o maior nimero de regides preditas. A partir do refinamento
dos parametros na busca descritos acima (limitacdo do nimero de mismatches e
de indels e regido SEED sem mismatches), 109 sequéncias foram obtidas como
potenciais regides de clivagem no genoma humano além do sitio-alvo. Dessas
sequéncias, 66 regides off-targets contém apenas mismatches (no maximo 6) e as

restantes contém tanto mismatches como indels (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias encontradas, incluindo regido-alvo e possiveis off-targets mostrando
identificacdo da sequéncia (ID), sequéncia, nimero de mismatches (em vermelho) e/ou indels (M/1)
(inser¢cdes em azul e dele¢cdes marcadas como travesséao), além da localizacdo gendmica e regido
génica (éxon/ intron) ou intergénica que as sequéncias se localizam. A sequéncia 0 corresponde
ao sitio alvo.

17

ID Sequéncias M/I Localizagao Genomica Regido

0 GCTCTAGGCCGAAGTGTCGCAGG 0/0 chr4:996530-996552 IDUA : éxon

1 GCTCTGGGCCGAAGTGTCGCAGG 1/0  chr4:996530-996552 IDUA : éxon

2 GCTCTGGGCTGGGGTGTCGCTGG  4/0 chr10:118919279-118919301  MIR366HG : éxon
3

TCTCTAGGCAGAAGTGATGCTGG 4/0 chr4:148041025-148041047 Intergénico
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

GCTCTAGGCTGAAGTGCTTCTGG
CCACTAGGCCAAAGTGTAGCTGG
GCTCCAGGAGGAAGTGTCACAGG

GTTCTAGGTGGAAGTGTTGCTGG

GCGCTGGGCGGGATTGTCGCAGG
GATCTGGGGAGAAGGGTCGCAGG
GCTTTGGGCGGCAGGGTCGCAGG

GGTATCAGCAGAAGTGTCGCTGG
AATCCAGGTTGAAGTGTCGCCGG
CCACCAGGCTGCAGTGTCGCAGG
GGTCTGGGTGTAAGTGTCGCGGG
GCGCCCGGCCCGAGTGTCGCGGG
GCTCCACACAGTAGTGTCGCGGG
GATGGAGGCCGCTGTGTCGCAGG
AATCCAGGTCGAAGGGTCGCCGG
AATCCAGGTCGAAGGGTCGCCGG
AATCCAGGTCGAAGGGTCGCTGG
AATCCAGGTCGAAGGGTCGCCGG
AATCCAGGCTGAAGGGTCGCTGG
TTTCTAGGCTCACGTGTCGCTGG
GGTCAACCCCGAAGAGTCGCCGG
GCCCTGGTCCGCTGTGTCGCTGG
GCTCGAGATCAAGGTGTCGCAGG
GATCTGGGGAGAAGGGTCGCAGG
CTTCCAGGCCGAGGAGTCGCCGG
GGTCTAGGCCAAGCTGTCGCTGG
GCGCTGGGCGGGATTGTCGCAGG
GCTTTGGGCGGCAGGGTCGCAGG
GTTCTTGGGCGATGAGTCGCGGG
GCTGAAGGCCTGAGGGTCGCCGG
GCTCTAATCATAAGCGTCGCAGG
GCACTACACCGAAACGTCGCGGG

4/0
4/0
4/0
4/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
4/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0
5/0

chr8:130569489-130569511
chr19:8456438-8456460
chr3:51437682-51437704

chr8:13103641-13103663

chr7:155601333-155601355
chr19:50427945-50427967
chr19:2307987-2308009

chr5:146345164-146345186
chr12:39594468-39594490
chr6:79353909-79353931
chr10:12856342-12856364
chr7:25991151-25991173
chr1:1151358-1151380
chr1:180223446-180223468
chr16:3131030-3131052
chr10:81735284-81735306
chr11:59691555-59691577
chr6:67041123-67041145
chrY:21455475-21455497
chr19:5371949-5371971
chr8:29120598-29120620
chr17:63052331-63052353
chr11:70689763-70689785
chr19:50427945-50427967
chr9:132640628-132640650
chr17:31707604-31707626
chr7:155601333-155601355
chr19:2307987-2308009
chr6:33281749-33281771
chr15:83777349-83777371
chr16:47497815-47497837
chr20:42086382-42086404

CCDC26 : intron
RAB11B: intron
DCAF1 : intron

DLCI : intron

SHH : intron
11411 : intron
LINGO3

PPPR2B : intron
Intergénico
Intergénico
CAMK1D : intron
Intergénico
Intergénico
LHX4 : intron
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
GNA13: intron
SHANKZ : intron
IL4I1 ! intron
USP20 : éxon
ASIC2 : intron
SHH : intron
LINGO3 : intron
TAPBP : éxon
TM6SF1 ! intron
PHKB: intron

Intergénico
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

GCTCGAGCCCAGAGGGTCGCCGG
GATCTAGGCTAAGGAGTCGCAGG
GCTCTAAGCTGGCCTGTCGCTGG
ACTGTAGTCCTACATGTCGCTGG
GCTCCTCCAGGAAGTGTCGCAGG
ATTTTTGGCAGCAGTGTCGCTGG
TCTCTTTGGCAAAGGGTCGCTGG
TGTCCTTGCTGAAGTGTCGCAGG
TTTCTCCGTCGCAGTGTCGCAGG
GTGCTGGGCCtATTTGTCGCTGG
GCTCTTCTGCCAGGTGTCGCTGG
AATCCAGGTTGAAGGGTCGCTGG
GCCCTAGGCATATCAGTCGCTGG
GCTCCTCTACCAAGTGTCGCAGG
GCCCCAAGTAGAAGGGTCGCAGG
CCTCGTCGCCGCTGTGTCGCTGG
GTTAAAGAACAAAGTGTCGCTGG
GCCCTCGTCCGTCTTGTCGCAGG
CCTGTTATCAGAAGTGTCGCAGG
GGACTGTGGGGAAGTGTCGCGGG
CACCCAGGCTGGAGTGTCGCGGG
ACTCTGGGCCAGGCTGTCGCAGG
GATCAAGGCTACTGTGTCGCTGG
ACTACCGGCAGGAGTGTCGCCGG
ACTCTGTGCTCATGTGTCGCAGG
ATCCTAGGCCCCTGTGTCGCAGG
GCTCTGCCCtGAGGGGTCGCAGG
TGTTCAGGCCTCAGTGTCGCTGG
AATCCAGGTTGAAGAGTCGCTGG
ACTGCAGGTGGAAATGTCGCAGG
GATGCAAGAGGAAGTGTCGCTGG

5/0
5/0
5/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0
6/0

chr5:39073917-39073939
chr3:126655025-126655047
chr2:220489550-220489572
chr8:13730106-13730128
chr8:23288368-23288390
chr12:16574919-16574941
chr12:46080385-46080407
¢hr12:119259651-119259673
chr12:125877331-125877353
chr3:87409315-87409337
chr3:108156408 -108156430
chr3:184823526-184823548
chr3:193952534-193952556
chr7: 334104-334126
chr7:534830-534852
chr7:1105256-1105278
chr7: 3678772-3678794
chr7:27195844-27195866
chr7:44106164 -44106186
chr7:55639474-55639496
chr7: 57129464-57129486
chr7:140924451-140924473
chr4:4664672-4664694
chr4: 7968537-7968559
chr4:38271835-38271857
chr4:114864472-114864494
chr5:11123042-11123064
chr5:42461909 -42461931
chr5:44986557-44986579
chr5:79133696 — 79133718
chr5:94445982-94446004
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RICTOR: intron
CHCHDES: intron
Intergénico
Intergénico
ENTPD4: éxon
Intergénico
Intergénico
LINCO2439: intron
TMEM132B: intron
Intergénico
MYH15: éxon
C3orf70: intron
LINO2036: intron
Intergénico
Intergénico
C70rf50: intron
SDKZ1:intron
HOXA7: éxon
DBNL.: éxon
VOPPI : intron
Intergénico
TMEM178B: intron
Intergénico
ABLIMZ: éxon
Intergénico
ARJS/RP11-26P13.2
CTNNDZ: intron
GHR: intron
Intergénico
Intergénico

MCTPI: intron



67

68
69
70

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

97
98

CTTCCGGGCCGCAGGGTCGCGGG

GCTC-AGGCTGAAGGGTCGCAGG
GCTCTGGGAC—GAGTGTCGCTGG
GCTCTGGCCGAAGTGACTCAGG

CCTCTATTCCCC—TGTCGCGGG

GCTCCCGGGCCC—TGTCGCTGG
ACTCTATGCTGA-GTGTCGCTGG
CCTCGAGGCCtG—TGTCGCTGG

GCTGTGAGCTGA—TGTCGCAGG
CGGCTAGGCCc—GTGTCGCGGG
GCTCTGGGTTTA—TGTCGCTGG
AAGCCAGGCCGA—TGTCGCAGG
cCTCTGTGTCGA—TGTCGCTGG

GCTCTAGTACAG-GTGTCGCTGG
GATCTATACCCA-GTGTCGCTGG
TCTCTTGGGCcA-GTGTCGCAGG
TCTCTTGGCCC—GTGTCGCCGG
TCTCTTGGCCC—GTGTCGCCGG
GCACTTGGCTGA—TGTCGCAGG
GATCTGGGCAG—GTGTCGCTGG
GAACTAGGCCGTA-TGTCGCTGG
GCTCAAGGCCCC—TGTCGCTGG
GTTTTTGTTC—AGTGTCGCGGG
GATGACAGCA—AGTGTCGCAGG
GAAACAGCCA—AGTGTCGCGGG
ATTTTGGGCC—AGTGTCGCTGG
GCTGCAGGCG—AGTGTCGCTGG
GCTGCAGGCG—AGTGTCGCTGG
ACTAAAGGCC—AGTGTCGCTGG

GCTGTTTGCC—AGTGTCGCTGG

GAGGAAGG—GAAGTGTCGCTGG
GCAATAGAG-GAAGTGTCGCTGG

6/0
2/1
2/1
2/2
5/2
5/2
3/1
4/2
4/2
4/2
4/2
4/2
4/2
4/1
4/1
4/1
3/2
3/2
3/2
3/2
3/1
3/2
5/2
6/2
6/2
4/2
3/2
3/2
3/2
3/2

4/2
4/1

chr5:167956264-167956286

chr4:89584514-89584535
chr19:7294879-7294900
chr8:47028210-47028231

chr8:125035770-125035790
chr8:144789064-144789084
chr12:111599505 — 111599526
chr3:50388167-50388187
chr3:64388910-64388930
chr3:169899326 -169899346
chr7: 75610691-75610711
chr7:101566496-101566516
chr7: 130487679-130487699
chr7:33754054-33754075
chr7:75049729-75049750
chr4: 182426111-182426132
chr19:37763002-37763022
chr19:37770592-37770612
chr10:71497328 -71497348
chr14:100913107-100913127
chr9:90693036 — 90693057
chrX:70369551-70369571
chr8:2915404-2915424
chr8:6931491- 6931511
chr8: 9832229-9832249
chr7:2678363 -2678383
chr7:102180465-102180485
chr7:102279573-102279593
chr21:44988824-44988844

chr10:125129485-125129505

chr3:39247858 -39247878
chrl: 229832258-229832279
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FBLL1: éxon
HERC3: intron

Intergénico
Intergénico
FER1L6: éxon
CCDC166: éxon
CUX2: intron
NPRLZ/CYB561D2
Intergénico
PHC3 : intron
POR: intron
CUX1 :intron
Intergénico
Intergénico
POM121C : intron
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
WDR25 : intron
Intergénico
NLGN3 :intron
CSMD1 : intron
Intergénico
Intergénico
TTYH3 : intron
POLR2J3 : éxon
Intergénico
HSF2BP
Intergénico

Intergénico

Intergénico
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99 GCGCTG-GCCGCAGAGTCGCCGG 3/1 chrX:153618565-153618586  Intergénico
100 GCCCT—GCCGAAGGGTCGCAGG 3/2 chr2:197183519 -197183539  HECWZ2: éxon
101 GCTCTTCGGCCCAACGTGTCGCTGG 4/2 chr4:156298074-156298098 MAP9 : éxon
102 GCTGAGGGCCGTTGAGTGTCGCAGG 4/2  chr19:38755268 -38755292 SPINTZ : éxon
103 GGCCTGGGCCGCAAACTGTCGCCGG 4/2 chr11:66328772-66328796 ACTN3 : éxon
104 GAACTGGGCAACGAGGTGTCGCTGG 4/2 ¢chr11:120708680-120708704  GRIK4 : intron
105 ACTCTGAGGCCAAGGTGTCGCAGG 4/1 ¢hr8:105318003-105318026  Intergénico
106 GCACGTGGGCCGAGGGGTCGCGGG 4/1 chr8:48920856-48920879 Intergénico
107 GCTTCCGGGCCGCAGGGTCGCGGG 4/1 chr5:167956263-167956286 FBLLI : éxon
108 GCGCGGGGCCAGAAGGGTCGCGGG 4/1 chrl: 19283072-19283095 IFFO2: éxon
109 GCTATGGGCAGAGGCTGTCGCTGG 4/1  chr15:62119936 -62119959 Intergénico

FONTE: Dados de analise
Estes potenciais off-targets encontram-se tanto em regiées génicas quanto

intergénicas do genoma de referéncia (Tabela 1). A identificacdo das regides,
onde as sequéncias se localizam, demonstrou que 64 off-targets estdo em regides
génicas e 45 em regides intergénicas. Dessa forma, podemos inferir que nao
apenas outros genes podem estar sujeitos a edicdo durante o processo, mas
também regides regulatdrias proximais ou distais de genes.

Em seguida, a analise conduzida para estimar o impacto da variabilidade
genética nas sequéncias preditas como potenciais off-targets, demonstrou a
presenca de 34 sitios polimorficos. Algumas dessas variantes foram encontradas
na fita complementar das sequéncias preditas off-targets. Esses polimorfismos
foram identificados em 29 das 109 sequéncias em pelos menos umas das trés
populacbes consideradas neste trabalho (Europa, América Latina e Africa) a partir
do banco de dados 1000 Genomas. Resultados obtidos da frequéncia alélica em
porcentagem para cada polimorfismo na Europa (F.E), América Latina (F.AL),
Africa (F.A) bem como na populagdo mundial (F.M) estdo mostradas abaixo
(Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia alélica de sequéncias preditas off-targets com polimorfismos em pelos
menos umas das trés populagbes. A tabela mostra a identificacdo da sequéncia (ID) conforme
tabela 1, sequéncia com sitio polimorfico marcado em negrito, alelo de referéncia (REF), alelo
alternativo (ALT) e frequéncias do alelo alternativo em porcentagem (%) nas trés populactes (F.E,
F.AL ,F.A) e mundial (F.M).

ID Sequéncias REF ALT F.E FAL FA FM

71 CCTCTATTCCCC—TGTCGCGGG G C 59,2 39,5 68 54,3

104 GAACTGGGCAACGAGGTGTCGCTGG A G 38,4 28,1 151 31,8
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40

GCTGCAGGCG—AGTGTCGCTGG

AATCCAGGTTGAAGGGTCGCTGG

ATCCTAGGCCCCTGTGTCGCAGG

GCTTCCGGGCCGCAGGGTCGCGGG

CCACCAGGCTGCAGTGTCGCAGG

AATCCAGGTTGAAGTGTCGCCGG

AATCCAGGTCGAAGGGTCGCCGG

CCACTAGGCCAAAGTGTAGCTGG

ACTCTGTGCTCATGTGTCGCAGG

GCCCTAGGCATATCAGTCGCTGG

GCTCTGCCCTGAGGGGTCGCAGG

CCTCGTCGCCGCTGTGTCGCTGG

AATCCAGGTCGAAGGGTCGCCGG

GCTCCCGGGCCC—TGTCGCTGG

GCCCTCGTCCGTCTTGTCGCAGG

GATCTAGGCTAAGGAGTCGCAGG

GGTCTGGGTGTAAGTGTCGCGGG

GCTGTTTGCC—AGTGTCGCTGG

GCTC-AGGCTGAAGGGTCGCAGG

GCTCTAGTACAG-GTGTCGCTGG

GCTGTTTGCC--AGTGTCGCTGG

CCTCGTCGCCGCTGTGTCGCTGG

GGTCTGGGTGTAAGTGTCGCGGG

GATCTGGGCAG—GTGTCGCTGG

GCTGAAGGCCTGAGGGTCGCCGG

GCTC-AGGCTGAAGGGTCGCAGG

AATCCAGGTTGAAGAGTCGCTGG

GCGCCCGGCCCGAGTGTCGCGGG

GCTCCTCCAGGAAGTGTCGCAGG

TAC

GGCA

0O O o

O O

GCTCCT

21
20,2
31
14,1
25,1
22,3
7.1
4,3
0,3

0,8

0,1

0,1

0,5

0,1

3,3

1,8

28,9
28,2
29
15,4
24,8
17,7
15,1

3,7

0,6
0,4
0,58
0,9
0,58
0,4
0,6
0,6
1,2
0,14

01

0,1

9,5
38,1
17,1
6,8

12,2
2,7

1,3

11,3
12,8
9,1

9,2

7,7

6,1

5,9

3,1

4,6

4,3

3,9

3,1

0,1

3,1

2,5

2,8

2,6

2,2

1,4

1,4

1,4

1,2

31,5
30,9
25,4
21,5
18,3
11,6

8,4

5,2
4,1
2,6
2,1
1,7
1,6
1,4
1,3
1,2
1,1
0,9
0,9
0,8
0,7
0,7
0,7
0,6
0,4
0,4
0,4

0,4



40 GCTCCTCCAGGAAGTGTCGCAGG CAGGA C 0 0,1 1,2 0,4
89 GTTTTTGTTC--AGTGTCGCGGG C T 0 0 1,6 0,4
43 TGTCCTTGCTGAAGTGTCGCAGG G C 0 01 1,4 0,4

23

FONTE: Dados de analise

DISCUSSAO

Véarios softwares foram desenvolvidos para o0 sistema de edicdo
CRISPR/Cas9 e estao disponiveis online. Alguns desses preditores fornecem as
sequéncias de off-targets classificadas a partir de alguns parametros ja avaliados
em ensaios experimentais. Alguns desses sd0 consensos como a presenca da
sequéncia PAM candnica (NGG) para Streptococcus pyogenes, himero e posi¢ao
de mismatches. Contudo, outros parametros sdo diferentes e, consequentemente,
fornecem resultados divergentes conforme o algoritmo construido.

Neste trabalho, escolhemos os cinco softwares mais utilizados na literatura.
Alguns permitiram localizar mais regides off-targets do que outros a partir do
namero de mismatches e possibilidade de reconhecer regibes que contém indels
como também pela falta de classificacdo por escore das sequéncias. Dessas
ferramentas, Cas OFFinder retornou maior nimero de regides off-targets, contudo
apenas 94 foram selecionadas quando considerada a preservacao dos cinco
nucleotideos adjacentes a PAM.

Diferente de Cas OFFinder, CCTop classifica internamente as sequéncias
com escore de 1000 para a primeira sequéncia, seguido dos possiveis off-targets
menos provaveis que sdo computados com escore menor até zero. A classificacéo
leva em consideracdo o numero e distribuicAo de mismatches no sgRNA, que
diminui o escore conforme sua proximidade a PAM. Ainda, por considerar os
efeitos deletérios que off-targets podem gerar, a distancia dessas sequéncias de
regides de éxons anotados é considerada para o calculo do escore (Stemmer et
al., 2015). Todas as sequéncias preditas por CCTop foram selecionadas, uma vez
que é possivel definir o tamanho da SEED durante a submissdo do sgRNA e todas

as sequéncias deste preditor ja tinham sido selecionadas previamente dos
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resultados de Cas OFFinder. Para os trés preditores restantes, outros parametros
foram analisados.

Para CRISPOR, as sequéncias foram escolhidas a partir de dois
parametros, sendo o valor CFD (Cutting Frequency Determination) que computa
potenciais off-targets para determinado sgRNA ou conservacdo da SEED. O
parametro CFD é proposto pelo preditor por permitir distinguir entre off-targets e
falsos-positivos (Haeussler et al., 2016). Logo, sequéncias com CFD > 0,2 sdo
consideradas possiveis alvo de clivagem com base no algoritmo utilizado a partir
de estudos de interacdo entre a molécula hibrida sgRNA e DNA (Doench et al.,
2016). Ainda, foi priorizada a conservacao da SEED de 5 nucleotideos adjacentes
a PAM e, consequentemente, algumas sequéncias que nao tiveram um CFD
estipulado foram selecionadas. Dessa forma, essa decisdo de escolha permitira
averiguar a confiabilidade dos resultados dessa ferramenta a partir da validacao
que sera realizada pelo sequenciamento de nova geracdo apoOs edicdo de
fibroblastos oriundo de paciente com MPS | utilizando o sistema CRISPR/Cas9.

Para COSMID, a escolha foi realizada a partir da classificagdo das
sequéncias que estipula penalidades conforme o numero e posicdo de
mismatches, procurando regides com base em homologia de sequéncia. Ainda, a
ferramenta também procura por regides off-targets com a presenca de indels,
contudo ndo ha computacdo para esse parametro no escore das sequéncias.
Assim, as sequéncias que apresentaram escore proOXimo a zero ou priorizacao da
SEED foram selecionadas.

Por ultimo, CHOPCHOP apenas retornou 1 sequéncia, posto que apenas
considera off-targets com até 3 mismatches e promove o0 retorno de possiveis
regides fora do alvo a partir do programa de alinhamento Bowtie (Langmead et al.,
2009) que permite o rapido alinhamento de sequéncias curtas com genomas
relativamente grandes. Dessa sequéncia, apenas 1 mismatch foi predito sendo
localizada na regido alvo, uma vez que o alinhamento considerou a variante néao
patogénica presente no genoma de referéncia um possivel off-targets para a
variante p.Trp402* encontrada em pacientes com MPS I. Assim, por considerar
sequéncias com até 3 mismatches, sem indels e o tipo de alinhamento utilizado, o
namero de regibes preditas foi menor quando comparado com as demais

ferramentas.



Dessa forma, compreende-se o porqué de diferentes preditores retornarem
guantidades diferentes de potenciais regides off-targets para um mesmo sgRNA
de interesse como também a identificacdo de provaveis regides de clivagem em
detrimento de outras a partir da classificacdo por escore das sequéncias. No
entanto, chama a atencdo que um dos preditores mais utilizados na literatura
(CHOPCHOP) retorne apenas um resultado. Esta observacdo reforca a
necessidade de uso de um maior niumero de preditores.

Outro fator relevante para a escolha de possiveis candidatos off-targets € a
proximidade de mismatches. Estudo demonstrou que a proximidade pode ter
influéncia no processo de clivagem, sendo resultado da interferéncia na cinética e
a afinidade de ligacdo entre a molécula hibrida quando comparado com
mismatches dispersos na sequéncia do sgRNA o que é consequéncia da menor
instabilidade do pareamento necessario (Zhang et al., 2017). Contudo, é
necessario também avaliar a regido de mismatches adjacentes para ter uma maior
compreensao dos efeitos de clivagens de outros sitios sobre essa situacdo. Com
isso, infere-se que potenciais off-targets com mismatches mais dispersos na
sequéncia podem ter maior susceptibilidade de clivagem quando comparado com
outras dependo da posi¢éo que se localizam.

Neste trabalho, realizamos ainda uma andlise para verificar se o0s
resultados de predicdo de off-targets podem ser alterados devido a variabilidade
genética existente entre o0s individuos. Essa analise demonstrou que
aproximadamente 27% (n = 29) do total de sequéncias off-targets apresentam
sitios polimoérficos em pelo menos umas das trés populacbes consideradas
(Europa, América Latina e Africa). Localizou-se polimorfismos que interferem no
namero de mismatches, na SEED e na sequéncia PAM que sdo parametros
importantes na clivagem dos sitios e considerados na busca de potenciais off-
targets pelos preditores para o sistema de edicdo. Dessas variantes, 15 e 20
foram reconhecidas como polimorfismos em pelos menos duas das trés
populacdes e na mundial, respectivamente. Percebe-se a partir dessa analise que
aproximadamente 17% (n = 18) do total potenciais off-targets apresentam a
possibilidade de disrup¢do da PAM e/ou SEED por variantes genéticas. Com isso,
observa-se que os alinhamentos realizados pelos softwares com base no genoma
de referéncia ndo levam em consideracdo a variabilidade genética entre os

individuos nas predicbes de potenciais off-targets para o sgRNA de interesse.
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Assim, infere-se que alguns sitios preditos poderiam apresentar menor
probabilidade de ser clivados em alguns individuos ou em determinada populacao
onde o alelo alternativo tem uma alta frequéncia, uma vez que a variante gera uma
menor estabilidade de anelamento do sgRNA ao sitio devido ao aumento de
incompatibilidades na SEED ou ao longo da sequéncia e abolicdo do
reconhecimento pela endonuclease quando a sequéncia PAM ¢é alterada.

Por outro lado, ndo sabemos se existem variantes polimorficas que criem
uma sequéncia PAM ou SEED, tornado-se um potencial off-target. Assim, pode-se
inferir a partir do parametro de variabilidade genética que a estipulagdo de um
limite no nimero de mismatches (maximo 6) e indels (maximo 2) pode estar
subestimando a quantidade de potenciais off-targets. Conjuntamente com
pressuposto anterior, hipotetiza-se que a procura de potenciais off-targets pelos
softwares mediante a existéncia da sequéncia PAM no genoma de referéncia esta
desconsiderando regifes fora do alvo que possam apresentar sequéncia PAM
ausente no genoma de referéncia, mas criada por variantes com frequéncias
distintas entre as populacées.

Todavia, € necessario também avaliar ndo apenas as diferentes propostas
de alinhamentos e pard@metros em nivel de homologia de sequéncias com DNA de
referéncia, mas também o contexto biolégico dessas regides. Apesar do manual
de alguns do preditores utilizados mostrarem a importancia do nivel de cromatina
na acessibilidade dos fatores do sistema edicdo no processo de clivagem dos
sitios, nenhum permite avaliar os resultados com base nesse parametro.
Avaliacdes experimentais detectaram clivagens de sitios pré-determinados por
serem constitutivamente desprovidos de nucleossomos quando comparados com
regibes mais empacotadas préximas a regido promotora do gene ho de cepas
fungicas utilizando o sistema de edicdo CRISPR/Cas9 (Yarrington et al., 2018).
Ainda, é interessante considerar a avaliagdo em nivel de cromatina com o tipo
celular da aplicacdo do sistema de edi¢do, posto que a estrutura da cromatina,
gue desempenha papel maior ou menor grau de acessibilidade para clivagem das
regides, esta intimamente relacionada no estabelecimento de um especifico tipo
celular. Dessa forma, essa informacdo pode ser util para o desenvolvimento de
ferramentas do sistema de edicdo que reforcara os resultados in silico em busca

de potenciais off-targets para determinado sgRNA de interesse, permitindo ter



uma compreensédo antecipada das consequéncias de off-targets na funcionalidade

dos diferentes tipos celulares.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A predicdo e avaliacdo de possiveis off-targets esta relacionada com a
aplicacao segura do mecanismo de edicdo CRISPR/Cas9 na terapia génica. O uso
de preditores computacionais para off-targets € um processo que permite uma preé-
avaliacdo dos efeitos da edi¢cdo génica pelo pesquisador. A andlise de outros
potenciais sitios de clivagem durante a correcdo génica da variante p.Trp402*
permitiu averiguar fatores que podem influenciar a baixa eficiéncia de edicdo ou
efeitos deletérios para estabilidade e integridade celular in vitro ou in vivo. Dessa
forma, a predicéo in silico de sitios off-targets desempenha um papel importante
no uso do sistema CRISPR/Cas9 como método de terapia génica em pacientes
com MPS I

Ainda, o uso de mais de uma ferramenta é necesséario, visto que permitiram
avaliar a fidelidade de diferentes preditores publicos disponiveis para o desenho
do sgRNA e outros aspectos que devem ser considerados durante a predicédo in
silico. Possiveis indels podem gerar potenciais sitios de clivagem durante a edi¢do
génica. A partir disso, COSMID e Cas OFFinder permitiiam reconhecer essas
regides que ndo seriam visualizadas em apenas um alinhamento local da
sequéncia do sgRNA deste estudo ou usando apenas as outras trés ferramentas
computacionais utilizadas.

O reconhecimento de polimorfismos nas sequéncias off-targets preditas
para a variante p.Trp402* mostrou a importancia da variabilidade genética na
busca por esses sitios. Considera-se aqui importante a constru¢do de ferramentas
de edicdo que levem em consideracéo a frequéncia de variantes de nucleotideos
anicos, insercdes, delecbes como meio de tentar estimar potenciais sitios off-
targets na avaliacdo in silico. A validacdo de algumas sequéncias obtidas como
poténcias off-targets e do delineamento metodoldgico deste trabalho na busca
dessas regides sera realizada a partir da montagem de um painel para
sequenciamento de nova geracdo apoOs cultivo celular in vitro utilizando

fibroblastos humanos de paciente com MPS |. Dessa forma, permitira avaliar
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efeitos off-targets utilizando o sistema CRISPR/Cas9 bem como comparar os
resultados obtidos a partir de diferentes softwares desenvolvidos para esse
sistema de edicdo in silico. Dessa forma espera-se contribuir para o uso do
mecanismo CRISPR/Cas9 em tratamento com fins terapéuticos para pacientes
com MPS I.
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