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DESCRIGAO

MODIFICAQAO DO ADN MODIFICADA PELO EFECTOR TAL

DOMINIO TECNICO

A presente 1invencao tem por objecto processos para o
tratamento de genes e, particularmente, processos que incluem
a utilizacdo de sequéncias efectoras semelhantes a um

activador de transcricéo (TAL).
ANTECEDENTES

A  capacidade para modificar cromossomas através de
recombinacdo homdéloga (recombinacdo genética) tem sido um
objectivo procurado ao longo do tempo pelos bidlogos. Por
exemplo, nas plantes, a recombinacdo genética pode ajudar e
discernir a funcdo dos genes da plante, abrindo novas
possibilidades para a melhoria das culturas. Por exemplo, com
a recombinacdo genética ¢é possivel realizar a cirurgia
genética necessdria para as vias metabdlicas reorquestradas
criarem colheitas de elevado valor, incluindo sementes com
perfis alterados de &éleos ou de hidratos de carbono,
alimentos com melhores qualidades nutricionais ou plantas com
uma maior resisténcia as doencas e a pressdo. Nos animais
(por exemplo, nos mamiferos), a recombinacdo genética pode
ser utilizada para o tratamento de doencas. Por exemplo,
pode-se utilizar a recombinacgao genética para fazer
correcgdes por engenharia em genes que sao defeituosos devido
a varios tipos de mutacdes. Tem sido dificil encontrar

processos eficazes para essa recombinacdo genética.
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como agentes terapéuticos contra agentes patogénicos (por

exemplo, virus), como exemplos ndo limitativos.

Num aspecto, a presente memdria descritiva descreve as
caracteristicas de um processo para a modificacdo do material
genético de uma célula, compreendendo (a) providenciar uma
célula que contenha uma sequéncia-alvo de ADN; e (b)
introduzir na célula uma enzima que modifica o ADN do efector
semelhante ao activador de transcricado (TAL), compreendendo a
enzima de modificacg&o do ADN do efector TAL (i) um dominio da
enzima de modificacdo do ADN gque pode modificar o ADN de
hélice dupla e (ii) um dominio do efector TAL, que compreende
varias sequéncias repetidas do efectora TAL que, em
combinacéo, se ligam a uma sequéncia especifica de
nucledétidos na sequéncia de ADN-alvo, tal como a enzima de
modificacdo do ADN do efector TAL modifica o ADN-alvo dentro
ou préximo das sequéncias nucleotidicas especificas na célula
ou na sua progenia. O processo pode ainda compreender
providenciar a célula um 4&cido nucleico que contenha uma
sequéncia homdéloga ou pelo menos uma porcdo da sequéncia de
ADN-alvo, de tal modo gque ocorra a recombinacdo homdloga
entre a sequéncia de ADN-alvo e o &cido nucleico. A célula
pode ser uma célula eucaridtica, uma célula de mamifero, uma
célula de planta ou uma célula procaridética. O ADN-alvo pode
ser ADN cromossémico. A introducdo pode compreender a
transfecgcdo da célula com um vector gque codifica a enzima de
modificacdo do ADN do efector TAL, injectando mecanicamente a
enzima que modifica o ADN do efector TAL numa célula como uma
proteina, libertando a enzima que modifica o ADN do efector
TAL na célula como uma proteina, por meio de um sistema de
secrecado bacteriano do tipo III o introduzindo a enzima que
modifica o ADN do efector TAL numa célula como uma proteina,

por electroporacdao. A enzima que modifica o ADN pode ser uma



endonuclease (por exemplo, uma endonuclease de restricao do

tipo II, tal como FoOkI).

O dominio efector TAL que se liga a sequéncia especifica
de nucledtidos dentro do ADN-alvo pode compreender 10 ou mais
repeticgdes da ligagdo de ADN e, preferencialmente, 15 ou mais
repeticdes da ligacao do ADN. Cada repeticdo da ligacao do
ADN pode incluir um di-residuo varidvel de repeticdo (DVR)
que determina o reconhecimento de um par de bases na
sequéncia-alvo de ADN, em gue o DVR compreende um ou mais de:
HD para o reconhecimento de C; NG para o reconhecimento de T;
NI para o reconhecimento de A; NN para o reconhecimento de G
ou de A; NS para o reconhecimento de A ou de C ou de G ou de
T; N* o para reconhecimento de C ou de T, em que * representa
um intervalo na segunda posicdo do DVR; HG para o
reconhecimento de T; H* para o reconhecimento de T, em que *
representa um intervalo na segunda posicdo do DVR; IG para o
reconhecimento de T; NK para o reconhecimento de G; HA para o
reconhecimento de C; ND para o reconhecimento de C; HI para o
reconhecimento de C; HN para o reconhecimento de G; NA para o
reconhecimento de G; SN para o reconhecimento de G ou de A; e
YG para o reconhecimento de T. Cada repeticdo de ligacédo ao
ADN pode conter uma DVR que determina o reconhecimento de um
par de bases na sequéncia de ADN-alvo, em que cada repeticéo
da ligacdo de ADN & responséavel pelo reconhecimento de um par
de bases na sequéncia de ADN-alvo e em que o DVR compreende
um ou mails de: HA para o reconhecimento de C; ND para o
reconhecimento de C; HI para o reconhecimento de C; HN para o
reconhecimento de G; NA para o reconhecimento de G; SN para o
reconhecimento de G ou de A; YG para o reconhecimento de T; e
NK para o reconhecimento de G e um ou mais de: PD para o
reconhecimento de C; NG para o reconhecimento de T; NI para o
reconhecimento de A; NN para o reconhecimento de G ou de A;

NS para o reconhecimento de A ou de C ou de G ou de T; N¥*



para o reconhecimento de C ou de T, em que * representa um
intervalo na segunda posicado do DVR; HG para o reconhecimento
de T; H* para o reconhecimento de T, em que * representa um
intervalo na segunda posicdo do DVR; e IG para o

reconhecimento de T.

Noutro aspecto, a presente invencao tem por objecto um
processo para gerar um acido nucleico gue codifica um efector
TAL especifico para uma sequéncia seleccionada de
nucledétidos, compreendendo: (1) A linearizacdo de um plasmido
iniciador com PspXI, o plasmido iniciador compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos que codifica um primeiro dominio de
repeticdo da ligacé&o de ADN do efector TAL com um di-residuo
varidvel de repeticdo DVR especifico para o primeiro
nucledétido da sequéncia de nucledtidos seleccionada, em que ©
primeiro dominio da repeticdo da ligacdo do ADN do efector
TAL tem um Unico sitio PspXI na sua extremidade 3’ e; (2) a
ligagdo ao sitio do plasmido inicial PspXI de um médulo de
ADN que codifica um ou mais dominios de repeticdo da ligacéo
do ADN do efector TAL, qgue tem DVR esgpecifico para os
nucledtidos seguintes da sequéncia de nucledétidos
seleccionada, em que o médulo do ADN tem extremidades
pegajosas de XhoI; e (3) a repeticdo das etapas (1) e (2) até
0 4acido nucleico que codifica um efector TAL capaz de se
ligar a sequéncia de nucledétidos seleccionada. O processo
pode ainda compreender, apds a ligacdo, a determinacdo da
orientacdo do médulo de ADN no sitio PspXI. O processo pode

compreender a repeticdo das etapas (1) e (2) de 1 a 30 vezes.

Noutro aspecto, a presente 1invencdo tem por objecto um
processo para gerar um Aacido nucleico que codifica uma
endonuclease de efector semelhante a activador de transcricgéao
(TALEN), compreendendo (a) a identificacdo de uma primeira

sequéncia de nucledétidos no genoma de uma célula; e (b)) a



sintese de um &cido nucleico que codifica uma TALEN que
contém (i) varias repeticdes da ligacdo de ADN que, em
combinacéo, se ligam a ©primeira sequéncia unica de
nucledétidos, e (ii) uma endonuclease que gera um corte de
hélice dupla numa posicdo dentro ou adjacente & primeira
sequéncia de nucledétidos, em que cada repeticdo da ligacéao de
ADN compreende um DVR qgue determina o reconhecimento de um
par de bases no ADN-alvo, em que cada repeticdo da ligacéo do
ADN ¢€ responsdvel pelo reconhecimento de um par de bases no
ADN-alvo e em que a TALEN compreende um ou mais dos seguintes
DVR: HD para o reconhecimento de C; NG para o reconhecimento
de T; NI para o reconhecimento de A; NN para o reconhecimento
de G ou de A; NS para o reconhecimento de A ou de C ou de G
ou de T; N* para o reconhecimento de C ou de T; HG para o
reconhecimento de T; H* para o reconhecimento de T; IG para o
reconhecimento de T; NK para o reconhecimento de G; HA para o
reconhecimento de C; ND para o reconhecimento de C; HI para o
reconhecimento de C; HN para o reconhecimento de G; NA para o

reconhecimento de G; SN para o reconhecimento de G ou de A; e

YG para o reconhecimento de T.

A TALEN pode conter um ou mais dos seguintes DVR: HA
para o reconhecimento de C; ND para o reconhecimento de C; HI
para o reconhecimento de C; HN para o reconhecimento de G; NA
para o reconhecimento de G; SN para o reconhecimento de G ou
de A; YG para o reconhecimento de T; e NK para o
reconhecimento de G, e um ou mais de: HD para o)
reconhecimento de C; NG para o reconhecimento de T; NI para o
reconhecimento de A; NN para o reconhecimento de G ou de A;
NS para o reconhecimento de A ou de C ou de G ou de T; N*
para o reconhecimento de C ou de T; HG para o reconhecimento
de T; H* para o reconhecimento de T; e IG para o

reconhecimento de T.



A primeira sequéncia de nucledétidos pode cumprir pelo
menos um dos seguintes critérios: 1) ter um minimo de 15
bases de comprimento e estar orientada de 5’ para 3’ com um T
a preceder imediatamente o sitio na extremidade 5’ e; ii) néao
ter um T na primeira posicado (5’) ou um A na segunda pPosicao;
iii) terminar em T na ultima posicéo de (3’) e ndo ter um G a
seguir a uUltima posicédo; e iv) ter uma composicdo de bases de

0-63 % de A, 11-63 % de C, 0-25 % de G e 2-42 % de T.

X

O processo pode compreender a identificacdo de uma
primeira sequéncia de nucledétidos e de uma segunda segquéncia
de nucledétidos no genoma da célula, em gue a primeira e a
segunda sequéncias de nucledétidos cumprem pelo menos um dos
critérios estabelecidos antes e estdo separadas por 15-18 pb.
A endonuclease pode gerar um corte de hélice dupla entre a

primeira e a segunda sequéncias de nucledétidos.

Noutra modalidade, a presente invencdo tem por objecto
uma TALEN qgue compreende um dominio de endonuclease e um
dominio de ligagdo de ADN do efector TAL especifico para um
ADN-alvo, em que o dominio de 1ligacdo do ADN compreende
vadrias repeticdes da ligacdo de ADN, compreendendo cada
repeticdo um DVR gue determina o reconhecimento de um par de
bases no ADN-alvo, em que cada repeticdo da ligacéo de ADN é
responsdvel pelo reconhecimento de um par de bases no ADN-
alvo e em gque a TALEN compreende um ou mais dos DVR
seguintes: HD para o reconhecimento de C; NG para o
reconhecimento de T; NI para o reconhecimento de A; NN para o
reconhecimento de G ou de A; NS para o reconhecimento de A ou
de C ou de G ou de T; N* para o reconhecimento de C ou de T;
HG para o reconhecimento de T; H* para o reconhecimento de T
IG para o reconhecimento de T; NK para o reconhecimento de G
HA para o reconhecimento de C; ND para o reconhecimento de C;

C G

HI para o reconhecimento de C; HN para o reconhecimento de



NA para o reconhecimento de G; SN para o reconhecimento de G
ou de A; e YG para o reconhecimento de T. A TALEN pode conter
um ou mais dos seguintes DVR: HA para o reconhecimento de C;
ND para o reconhecimento de C; HI para o reconhecimento de C;
HN para o reconhecimento de G; NA para o reconhecimento de G;
SN para o reconhecimento de G ou de A; YG para O
reconhecimento de T; e NK para o reconhecimento de G, e um ou
mais de: HD para o reconhecimento de C; NG para o
reconhecimento de T; NI para o reconhecimento de A; NN para o
reconhecimento de G ou de A; NS para o reconhecimento de A ou
de C ou de G ou de T; N* para o reconhecimento de C ou de T;
HG para o reconhecimento de T; H* para o reconhecimento de T;
e IG para o reconhecimento de T. O dominio da endonuclease
pode ser de uma endonuclease de restricdo do tipo II (por

exemplo, FokI).

Ainda noutro aspecto, a presente 1invencado tem por
objecto uma TALEN gue compreende um dominio de endonuclease e
um dominio efector TAL, em gque a sequéncia de aminodcidos da
referida TALEN se selecciona no grupo gque consiste nas SEQ ID

Ne¢. 33 a SEQ ID N¢. 55, SEQ ID N¢. 72 e SEQ ID N¢e. 73.

A presente invencdo também tem por objecto um processo
para gerar um animal, compreendendo: providenciar uma célula
eucaridética que compreenda uma sequéncia de ADN-alvo na qual
se deseja introduzir uma modificacdo genética; gerar um corte
de hélice dupla dentro da sequéncia de ADN-alvo com uma TALEN
que compreende um dominio de endonuclease e um dominio
efector TAL que se liga a sequéncia de ADN-alvo; e gerar um
animal a partir da célula ou da sua progenia, em que tenha
ocorrido um corte de hélice dupla. O processo pode ainda
compreender a introducdo nas células de um &cido nucleico
exbgeno, compreendendo uma sequéncia homdéloga com pelo menos

uma porgcdo do ADN-alvo, em gque a introducdo ¢é feita em



condigcbes que permitem gue ocorra a recombinacdo homdloga
entre o 4cido nucleico exdgeno e a sequéncia de ADN-alvo na
célula ou na sua progenia; e a geracdo de um animal a partir
da célula ou da sua progenia, em qgue tenha ocorrido a
recombinacdo homdéloga. O animal pode ser um mamifero. A
modificacdo genética pode compreender uma substituicdo, uma

insercdo ou uma eliminacéo.

Ainda noutro aspecto, a presente invencao tem por
objecto um processo para Jgerar uma planta, compreendendo
providenciar uma célula de planta que contenha uma segquéncia
de ADN-alvo na qual se pretende introduzir uma modificacgao
genética pré-seleccionada; a geragdo de um corte de hélice
dupla dentro da sequéncia de ADN-alvo com uma TALEN gue
compreende um dominio de endonuclease e um dominio efector
TAL que se liga a sequéncia de ADN-alvo; e a geracgdo de uma
planta a partir da célula ou da sua progenia em gque ocorra o
corte de hélice dupla. O processo pode ainda compreender a
introducdo na célula da planta de um &cido nucleico exdgeno
compreendendo uma sequéncia homdéloga de pelo menos uma POrgaoc
da sequéncia de ADN-alvo, em que a introducdo ¢ feita em
condig¢des que permitem que ocorra a recombinacdo homdéloga
entre o &4cido nucleico exdégeno e a sequéncia de ADN-alvo na
célula ou na sua progenia; e a geracdo de uma planta a partir
da célula ou da sua progenia, em que tenha ocorrido a

recombinac¢do homdloga.

Noutro aspecto, a presente 1invencdo tem por objecto um
processo para a recombinacdo genética direccionada numa
célula, compreendendo a introdugdo na célula de um Aacido
nucleico que codifica uma endonuclease efectora TAL dirigida
a uma sequéncia de ADN-alvo seleccionada; a indugdo da
expressdo da endonuclease efectora TAL dentro da célula; e a

identificacdo de uma célula em gque a sequéncia de ADN-alvo



seleccionada exibe uma mutacéao. A mutacéao pode ser
seleccionada no grupo que consiste em eliminacdo de material
genético, insercdo de material genético e tanto eliminacgédo
como 1insercdo de material genético. O processo pode ainda
compreender a introducdo de um ADN dador na célula. A célula
pode ser uma célula de insecto, uma célula de planta, uma

célula de peixe ou uma célula de mamifero.

Noutro aspecto, a presente invencao tem por objecto um
processo para gerar um efector TAL com uma maior capacidade
de recombinacdo para um ADN-alvo, compreendendo a geracao de
um 4acido nucleico que codifica um efector TAL que compreende
o dominio de ligacdo de ADN com varias repeticdes da ligacéo
de ADN, em que cada repeticdo compreende um DVR que determina
0 reconhecimento de um par de bases no ADN-alvo, em que cada
repeticdo de ligacdo ao ADN é responsavel pelo reconhecimento
de um par de bases no ADN-alvo, em que a geragao compreende a
incorporagdo de um &acido nucleico que codifica uma variante
da sequéncia de repeticdo da ligacdo de ADN de ordem 0, com
especificidade para A, C ou G, eliminando assim a necessidade

de T na posicdo -1 do sitio de ligacéo.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um
processo para gerar um efector TAL com uma maior capacidade
de recombinacdo para um ADN-alvo, compreendendo a geracao de
um 4acido nucleico que codifica um efector TAL que compreende
o0 dominio de ligacdo de ADN com varias repeticdes da ligacéo
de ADN, em que cada repeticdo compreende um DVR que determina
0 reconhecimento de um par de bases no ADN-alvo, em que cada
repeticdo de ligacdo ao ADN é responsavel pelo reconhecimento
de um par de bases no ADN-alvo, em que a geragao compreende a
incorporagdo de um ou mais &cidos nucleicos que codificam os
dominios de ligacdo do ADN do efector TAL que contém DVR com

uma maior especificidade para G e em que os referidos DVR se

10



seleccionam no grupo que consiste em RN, R*, NG, NH, KN, K¥*,
NA, NT, DN, D*, NL, NM, EN, E*, NV, NC, QN, Q*, NR, NP, HN,
H*, NK, NY, SN, S*, ND, Nw, TN, T*, NE, NF, YN, Y* e NQ, em

que * representa um intervalo na segunda posicdo do DVR.

A presente invencédo tem também por objecto um processo
de producdo de um polipéptido que reconhece selectivamente
pelo menos um par de bases numa sequéncia de ADN-alvo,
compreendendo a sintese de um polipéptido que compreende a
repeticdo, em que o dominio de repeticdo compreende pelo
menos uma unidade de repeticdao derivada de um efector
semelhante ao activador de transcricdo (TAL), em gque a
unidade de repeticdo compreende uma regido hipervaridvel que
determina o reconhecimento de um par de bases na sequéncia-
alvo do ADN, em gque a unidade de repeticdo é responséavel pelo
reconhecimento de um par de bases na sequéncia de ADN e em
que a regiao hipervariéavel compreende um elemento
seleccionado no grupo que consiste em (a) HD para o
reconhecimento de C/G; (b) NI para o reconhecimento de A/T;
(c) NG para o reconhecimento de T/A; (d) NS para o
reconhecimento de C/G ou de A/T ou de T/A ou de G/C; (e) NN
para o reconhecimento de G/C ou de A/T; (f) IG para o
reconhecimento de T/A; (g) N para o reconhecimento de C/G;
(h) HG para o reconhecimento de C/G ou de T/A; (i) H para o
reconhecimento de T/A; e (j) NK para o reconhecimento de G/C.
Além disso, a presente invencdo tem por objecto um
polipéptido produzido pelo processo anterior e um ADN
compreendendo uma sequéncia de codificacdo para o polipéptido
produzido por esse processo. Também tem por objecto uma
cassete de expressao compreendendo um promotor ligado
operacionalmente ao ADN mencionado antes e uma célula
hospedeira nao-humana compreendendo a casse de expressao.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um

11



organismo nao-humano transformado, compreendendo a cassete de

expressao.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo tem por
objecto um processo para reconhecer selectivamente um par de
bases numa sequéncia de ADN num polipéptido, compreendendo a
construcdo de um polipéptido que compreende um dominio de
repeticdo, em que o dominio de repeticdo compreende pelo
menos uma unidade de repeticao derivada de um efector TAL, em
que a unidade de repeticdo compreende uma unidade de uma
regido hipervaridvel que determina o reconhecimento de um par
de bases na sequéncia de ADN, em gque a unidade de repeticdo é
responsdvel pelo reconhecimento de um par de bases na
sequéncia de ADN e em que a regido hipervaridvel compreende
um elemento seleccionado no grupo que consiste em (a) HD para
o0 reconhecimento de C/G; (b) NI para o reconhecimento de A/T;
(c) NG para o reconhecimento de T/A; (d) NS para o

reconhecimento de C/G ou de A/T ou de T/A ou de G/C; (e) NN

para o reconhecimento de G/C ou de A/T; (f) IG para o
reconhecimento de T/A; (g) N para o reconhecimento de C/G;
(h) HG para o reconhecimento de C/G ou de T/A; (i) H para o

reconhecimento de T/A; e (J) NK para o reconhecimento de G/C.

A presente invencdo também tem por objecto um processo
para regular a expressdo de um gene-alvo numa célula, em que
se providenciam células que contém um polipéptido, em que o
polipéptido compreende um dominio de repeticdo, em qgue o0
dominio de repeticdo compreende pelo menos uma unidade de
repeticdo derivada de um efector TAL, em que a unidade de
repeticdo compreende a regido hipervaridvel que determina o
reconhecimento de um par de bases numa sequéncia de ADN, em
que a unidade de repeticdo é responsavel pelo reconhecimento
de um par de bases na sequéncia de ADN e em que a regido

hipervaridvel compreende um elemento seleccionado no grupo
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que consiste em (a) HD para o reconhecimento de C/G; (b) NI
para o reconhecimento de A/T; (c) NG para o reconhecimento de
T/A; (d) NS para o reconhecimento de C/G ou de A/T ou de T/A
ou de G/C; (e) NN para o reconhecimento de G/C ou de A/T; (f)
IG para o reconhecimento de T/A; (g) N para o reconhecimento
de C/G; (h) HG para o reconhecimento de C/G ou de T/A; (i) H
para o reconhecimento de T/A; e (Jj) NK para o reconhecimento

de G/C.

Noutro aspecto, a presente 1invencdo tem por objecto um
polipéptido que compreende um dominio de repeticdo, em que o
dominio de repeticdo compreende pelo menos uma unidade de
repeticdo derivado de um efector TAL, em que a unidade de
repeticdo compreende uma regido hipervaridvel gque determina o
reconhecimento de um par de bases numa sequéncia de ADN, em
que a unidade de repeticdo é responsavel pelo reconhecimento
de um par de bases na sequéncia de ADN e em que a regido
hipervaridvel compreende um elemento seleccionado no grupo
que consiste em (a) HD para o reconhecimento de C/G; (b) NI
para o reconhecimento de A/T; (c) NG para o reconhecimento de
T/A; (d) NS para o reconhecimento de C/G ou de A/T ou de T/A
ou de G/C; (e) NN para o reconhecimento de G/C ou de A/T; (f)
IG para o reconhecimento de T/A; (g) N para o reconhecimento
de C/G; (h) HG para o reconhecimento de C/G ou de T/A; (i) H
para o reconhecimento de T/A; e (J) NK para o reconhecimento
de G/C. A presente invencdo também tem por objecto um ADN que
compreende uma sequéncia de codificacdo para o polipéptido

mencionado antes.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um
ADN que é modificado para incluir um par de bases localizado
numa sequéncia de ADN de modo gque o par de bases possa ser
reconhecido especificamente por um polipéptido que compreende

um dominio de repeticdo, em que o dominio de repeticao
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compreende pelo menos uma unidade de repeticido derivada de um
efector TAL, em que a unidade de repeticdo compreende uma
regido hipervaridvel que determina o reconhecimento de um par
de bases na sequéncia de ADN, em que a unidade de repeticao é
responsdvel pelo reconhecimento de um par de Dbases na
sequéncia de ADN e, em que, para receber um reconhecimento
selectivo e determinado pela regido hipervaridvel, o par de
bases selecciona-se no grupo que consiste em (a) C/G para o
reconhecimento por HD; (b) A/T para o reconhecimento por NI;
(c) T/A para o reconhecimento por NG; (d) CT ou A/T ou T/A ou
G/C para o reconhecimento por NS; (e) G/C ou A/T para o
reconhecimento por NN; (f) T/A para o reconhecimento por IG;
(g) C/G ou T/A para o reconhecimento por N; (h) T/A para o
reconhecimento por HG; (i) T/A para o reconhecimento por H; e
(J) G/C para o reconhecimento por NK. Também tem por objecto
um vector compreendendo o ADN mencionado antes, uma célula
hospedeira ndao—-humana compreendendo o ADN e um organismo nao-—

humano transformado, compreendendo o ADN.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo tem por
objecto um processo para a producdo de um ADN gue contenha
uma sequéncia de ADN-alvo gque € reconhecida selectivamente
por um polipéptido que compreende um dominio de repeticdo, em
que o dominio de repeticdo compreende pelo menos uma unidade
de repeticado derivado de um efector TAL, em gque a unidade de
repeticdo compreende uma regido hipervaridvel gque determina o
reconhecimento de um par de bases na sequéncia de ADN-alvo e
em que a unidade de repeticéao é responséavel pelo
reconhecimento de um par de bases na sequéncia de ADN-alvo,
compreendendo esse processo a sintese de um ADN que
compreende um par de bases capaz de ser reconhecido pela
unidade de repeticdo, em que o par de bases se selecciona no
grupo que consiste em (a) C/G para o reconhecimento por HD;

(b) A/T para o reconhecimento por NI; (c¢c) T/A para o
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reconhecimento por NG; (d) CT ou A/T ou T/A ou G/C para o
reconhecimento por NS; (e) G/C ou A/T para o reconhecimento
por NN; (f) T/A para o reconhecimento por IG; (g) C/G ou T/A
para o reconhecimento por N; (h) T/A para o reconhecimento
por HG; (i) T/A para o reconhecimento por H; e (J) G/C para o

reconhecimento por NK.

Noutro aspecto, a presente 1invencdo tem por objecto um
processo para a modificacdo de material genético de uma
célula de planta. O processo pode incluir (a) a introducgdo na
célula da planta de (1) um primeiro &4cido nucleico
recombinante compreendendo uma sequéncia de nucledtidos-alvo
modificada, em que a sequéncia de nucledétidos-alvo modificada
compreende uma ou mais modificagdes na sequéncia de
nucledétidos no que respeita a uma sequéncia de nucledtidos-
alvo correspondente presente na célula da planta e em que a
sequéncia de nucledtidos-alvo compreende ainda um sitio de
reconhecimento para uma endonuclease efectora TAL especifica
da sequéncia (TALEN); e (ii) um segundo &cido nucleico
recombinante compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que
codifica a endonuclease efectora semelhante ao activador de
transcricdo (TAL) especifica da sequéncia; (b) para gerar uma
planta contendo uma célula da planta; (c) a andlise das
células, das sementes ou dos tecidos obtidos a partir da
planta ou da sua progenia, para recombinacdo na segquéncia de
nucledétidos—-alvo. O processo pode ainda incluir a introducgédo
na célula da planta de (iii) um terceiro 4acido nucleico
recombinante compreendendo uma célula de nucledtidos que
codifica um marcador seleccionédvel; e a determinacdo se a
planta ou a sua progenia expressa um marcador selecciondvel.
O processo pode ainda incluir a etapa de rastreio da planta
ou da sua progenia para avaliar da auséncia do marcador
selecciondvel. A sequéncia de nucledtidos que codifica o

marcador selecciondvel pode ou ndo estar flanqueada em um ou
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ambos os lados por uma sequéncia semelhante ou idéntica a uma
sequéncia que seja enddgena para a célula da planta (por
exemplo, uma sequéncia no sitio de clivagem para uma segunda
nuclease especifica da sequéncia). A sequéncia de nucledtidos
que codifica o marcador selecciondvel pode ser flanqueada em
ambos os lados por sitios de reconhecimento para uma
recombinase especifica da sequéncia. O processo pode ainda
incluir a etapa de exogamia da planta, com ou sem a etapa de
rastreio da progenia da exogamia guanto a auséncia do
marcador selecciondvel. O primeiro e o segundo 4&cidos
nucleicos recombinantes podem ser introduzidos
simultaneamente na célula da planta. Um ou ambos os &acidos
nucleicos recombinantes podem ser linearizados antes da etapa
de introducdo. O ©primeiro e segundo 4cidos nucleicos

recombinantes podem estar presentes na mesma estrutura.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto
outro processo para a modificacdo de material genético de uma
célula. O processo pode incluir providenciar uma primeira
célula contendo uma sequéncia de ADN-alvo cromossdémica, em
que se deseja que ocorra uma recombinacao homdéloga;
providenciar uma TALEN que compreende um dominio de
endonuclease pode clivar um ADN de hélice dupla e um dominio
efector TAL compreendendo varias sequéncias de repeticdo do
efector TAL que, em combinacdo, se ligam a uma sequéncia
especifica de nucledétidos dentro do ADN-alvo na célula; e o
contacto da sequéncia de ADN-alvo com a TALEN na célula, de
tal modo que a TALEN cliva ambas as hélices de uma sequéncia
de nucledtidos dentro ou adjacentes a sequéncia de ADN-alvo
na célula. O processo pode ainda incluir providenciar um
dcido nucleico que compreende uma sequéncia homdéloga a pelo
menos uma porg¢ado do ADN-alvo, de tal modo gue ocorra a
recombinacédo homéloga entre a sequéncia de ADN-alvo e o acido

nucleico. A sequéncia de ADN-alvo pode ser enddgena em
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relacdo a célula. A célula pode ser uma célula de planta, uma
célula de mamifero, uma célula de peixe, uma célula de
insecto ou linhas de células derivadas destes organismos para
culturas in vitro ou células primAdrias retiradas directamente
de tecido vivo e estabelecidas para culturas in vitro. O
contacto pode incluir a transfeccdo da célula com um vector
que compreenda uma Sequéncia que codifica TALEN e que
expresse a proteina TALEN na célula, injectando mecanicamente
uma proteina TALEN numa célula, administrando uma proteina de
endonuclease do efector TAL na célula por meio de um sistema
de secrecdo bacteriano de tipo III ou introduzindo uma
proteina TALEN na célula por electroporacdo. O dominio de
endonuclease pode ser de uma endonuclease de restricédo do
tipo II (por exemplo, FokI). O dominio do efector TAL que se
liga a uma sequéncia especifica de nucledétidos dentro do ADN-
alvo pode incluir 10 ou mais repeticbdes da ligacdo de ADN,
mais preferencialmente, 15 ou mais repeticdes da ligacao de
ADN. A célula pode ser de qualgquer organismo procaridtico ou

eucaridtico.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um
processo para conceber uma sequéncia especifica TALEN capaz
de clivar ADN numa localizacdo especifica. O processo pode
incluir a identificacédo de uma primeira sequéncia de
nucledétidos cromossédmica enddgena Unica, adjacente a uma
segunda sequéncia de nucledétidos, na gqual se deseja incluir
um corte de hélice dupla; e a concepcdo de uma sequéncia
especifica TALEN compreendendo (a) varios dominios de
repeticédo da ligacao de ADN que, em combinacdo, se ligam a
uma primeira sequéncia de nucledticos cromossdédmica enddgena
unica e (b) uma endonuclease que gera um corte de hélice

dupla na segunda sequéncia de nucledtidos.
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A presente invencdo também tem por objecto uma TALEN que
contém um dominio de endonuclease e um dominio de ligacédo de
ADN efector TAL, especifico para uma sequéncia particular de
ADN. A TALEN pode ainda incluir um marcador de purificacdo. O
dominio de endonuclease pode ser de uma endonuclease de

restricdo do tipo II (por exemplo, FokI).

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um
processo para Jgerar um animal geneticamente modificado, no
qual se deseja introduzir um &cido nucleico. O processo pode
incluir providenciar uma célula primdria que compreende uma
sequéncia de ADN-alvo cromossdmico enddgeno na qual se deseja
introduzir o &cido nucleico; a geracdo de um corte de hélice
dupla dentro da sequéncia de ADN-alvo cromossdémico enddgeno
com uma TALEN compreendendo um dominio de endonuclease e um
dominio efector TAL especifica a sequéncia de ADN-alvo
cromossémico enddgeno; introduzindo um adcido nucleico exdgeno
compreendendo uma sequéncia homdéloga a pelo menos uma POrcao
do ADN-alvo cromossdédmico humano na célula primaria, em
condig¢des que permitem a ocorréncia da recombinacdo homdéloga
entre o 4cido nucleico exdégeno e o ADN-alvo cromossdémico
endégeno; e gerando um animal a partir da célula primdria em
que ocorreu a recombinacdo homdéloga. O animal pode ser um
mamifero. A sequéncia hombéloga pode ser uma sequéncia de
nucledtidos seleccionada num  grupo que consiste numa
sequéncia de nucledétidos que causa disrupcdo de um gene apds
a recombinacdo homdéloga, uma sequéncia de nucledtidos que
substitui um gene apds a recombinacdo homdloga, uma sequéncia
de nucledétidos gque introduz uma mutacdo pontual num gene
depois da recombinacédo homéloga e uma sequéncia de
nucledtidos que introduz um sitio regulador apds a

recombinac¢do homdloga.
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Ainda noutro aspecto, a presente 1invencao tem por
objecto um processo para gerar uma planta geneticamente
modificada, em que se introduziu um &cido nucleico desejado.
O processo pode incluir providenciar uma célula de planta
compreendendo uma seqguéncia de ADN-alvo enddgeno, em que se
deseja introduzir o &cido nucleico; a geracdo de um corte de
hélice dupla dentro da sequéncia de ADN-alvo enddgeno com um
TALEN compreendendo um dominio de endonuclease e um dominio
efector TAL que se 1liga a sequéncia de nucledétidos-alvo
enddgena; a introducdo de um 4cido nucleico exdgeno
compreendendo uma sequéncia homdéloga pelo menos a uma POrgao
do ADN-alvo enddgeno na célula da planta, em condicgcdes que
permitam gue ocorra a recombinagdo homdloga entre o acido
nucleico exdégeno e o ADN-alvo enddbgeno; e para Jgerar uma
planta a partir de uma célula de planta em gque tenha ocorrido

a recombinacdo homdloga.

Noutro aspecto, a presente invencdo tem por objecto um
processo para a recombinacdo genética direccionada numa
célula. O processo pode incluir a introducdo na célula de uma
molécula de acido nucleico que codifica uma TALEN
recombinante com uma sequéncia de ADN-alvo seleccionada;
induzindo a expressdo da TALEN dentro da célula; e
identificando uma célula na gqual a sequéncia de ADN-alvo
seleccionada exibe uma mutacao. A  mutacgao pode ser
seleccionada no grupo gque consiste numa eliminacdo de
material genético, uma insercdo de material genético e tanto
uma eliminacdo como uma insercdo de material genético. O
processo pode ainda incluir a introdugcdao de um ADN dador na
célula. A célula pode ser uma célula de insecto, uma célula

de planta, uma célula de peixe ou uma célula de mamifero.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo tem por

objecto um processo para gerar um acido nucleico que codifica

19



uma TALEN especifica da sequéncia, compreendendo (1) a
selecgdo de um plasmido iniciador gue compreende uma
sequéncia de nucledétidos que codifica um primeiro dominio de
repeticdo da ligacgdo do ADN efector TAL com um DVR especifico
para o primeiro nucledétido de uma sequéncia de nucledtidos
seleccionada, em quer o primeiro dominio de repeticao da
ligacédo do ADN efector TAL tem um Unico sitio PspXI na sua
extremidade 3’ e; (2) a linearizacdo do plasmido iniciador
com PspXI; (3) a ligacdo no sitio de PspXI de uma molécula de
ADN que codifica um ou mais dominios de repeticdo da ligacéo
de ADN do efector TAL que tem DVR especifico para os
nucledtidos seguintes da sequéncia seleccionada de
nucledétidos, em que o médulo de ADN tem extremidades
pegajosas de Xhol; e (4) repeticdo das etapas (2) e (3) até o
dcido nucleico codificar wuma TALEN capaz de se ligar a
sequéncia de nucledtidos seleccionada. Nalguns casos, ©
processo pode ainda incluir, apdés a ligacdo na etapa (3), a

verificacdo da orientacdo do médulo de ADN no sitio de PspXI.

Salvo indicacdo em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos tém aqui o mesmo significado que € normalmente
atribuido pelo especialista na técnica a gque pertence esta
invencdo. Embora se possam utilizar outros processos e
materiais semelhantes ou equivalentes aos aqui descritos para
a pratica da presente invengdo, 0s processos e 0s materiais
apropriados estdo descritos a seguir. Em caso de conflito, a
presente memdria descritiva, incluindo as definicdes, fard o
controlo. Além disso, o©0s materiais, o0s processos e 0S
exemplos sdao apenas ilustrativos e ndo pretender ser

limitativos.

Estabelece-se aqui 0s detalhes de uma ou mais

modalidades da presente invencdo com 0s desenhos em anexo e a

descricdo que se segue. Outras caracteristicas, objectos e
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vantagens da presente invencdo serao evidentes a partir da

descricao e do desenho e das reivindicacdes.

DESCRIGCAO DOS DESENHOS

As figuras 1A-1D descrevem o cddigo de reconhecimento do
ADN efector TAL. A figura 1A representa um diagrama de
um efector genérico TAL que mostra a regido de repeticéo
(caixas a branco) e uma sequéncia de repeticao
representativa (SEQ ID N2. 1) com o DVR sublinhado. A
figura 1B representa um diagrama gque mostra os melhores
modelos de alinhamento (alinhamentos com baixa entropia)
para varias DVR efectoras TAL e sequéncias promotoras de
genes recombinados (SEQ ID N¢, 2-11). Um asterisco
indica uma eliminag¢do no residuo 13. A figura 1C
representa um diagrama gque mostra as assoclacdes de
nucledétidos-DVR nos alinhamentos em B, mais dez
alinhamentos obtidos por rastreio de todos os promotores
de arroz com 40 efectores adicionais TAL de X. oryzae,
retendo para cada efector o melhor alinhamento para o
qual o gene a Jjusante foi activado durante a infeccgao. A
figura 1D representa um diagrama que mostra as
frequéncias dos nucledétidos de flanqueio para os 20
sitios-alvo efector TAL. As posicdes sdo relativas a
extremidade 5’ do sitio-alvo; N, comprimento do sitio-
alvo. 0Os logos foram gerados utilizando WebLogo.

As figuras 2A e 2B dado evidéncias de que OsHenl ¢é
activado por Tallc da estirpe de pv. Oryzicola de
Xanthomonas oryzae, BLS256. A figura 2A é uma figura dos
resultados semi-quantitativos de RCP-TI, que mostram
abundancia relativa dos transcriptos de OsHenl, com um
gene de actina como referéncia, em folhas de arroz, 24
horas apds a inoculacdo com os mutantes da permuta do

marcador BLS256 de M51, M51 comportando o vector vazio
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do cosmido (vv) M51 comportando o cosmido pIJF92, que
contém talla, tallb e tallc e a estirpe de tipo selvagem
(TS). A figura 2B ¢ um esquema baseado no mapeamento da
Unica mutacdo de permuta do marcador em M51 por meio da
recuperacao e sequenciacao do terminal de um fragmento
Xmal contendo um marcador. A regido do genoma, as
coordenadas do fragmento recuperado e as coordenadas do
fragmento gendmico BLS256 contidas no cosmido pIJF92
também estdo ilustradas.

A figura 3 € uma sequéncia de aminodcidos de referéncia
de AvrBs3 (SEQ ID Ne¢. 12).

A figura 4 € uma sequéncia de A4acidos nucleicos de
referéncia de AvrBs3 (SEQ ID N¢. 13).

A figura 5 é um mapa do vector de expressao da nuclease
TAL.

A figura 6 € um mapa de um plasmido relator do alvo.

A figura 7 representa um diagrama uma arquitectura
esquematica das nucleases TAL. Os sitios de
reconhecimento do dominio de ligacdo do ADN TAL estéo
representados em letras maiusculas enquanto a sequéncia
espacgadora estd indicada em letras minusculas.

A figura 8 representa a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID
N¢. 16) das repeticdes 17 e semi-repeticgdes em tandem do
dominio de reconhecimento  AvrBs3. Os aminodcidos
hipervaridveis nas posicdes 12 e 13 estdo dentro de uma
caixa.

A figura 9 representa um diagrama gue mostra um esquema
para um ensaio de leveduras para analisar a eficéacia
TAL.

A  figura 10 representa um grafico gque mostra os
resultados do ensaio de levedura da nuclease TAL de
AvrBs3.

A figura 11 representa um diagrama que mostra a

representacdo esquemdtica dos médulos de repeticéo

22



simples, duplos ou triplos de AsvBs3 e um vector de
clonagem.

As figuras 12A e 12B descrevem uma repeticao
representativa simples do efector TAL (figura 1234),
assim como uma repeticdo representativa truncada (figura
12B), que estd presente na extremidade da regido de
repeticdo na maior parte dos efectores TAL. Ilustram-se
as sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos
codificados. NS representa os nucledtidos que codificam
as DVR, que estdo indicadas como “XX”. D&o-se 0S numeros
para as posicdes dos aminodcidos. As sequéncias foram
retiradas de Tallc.

A figura 13 representa uma descricdo esquemdtica do gene
Tallc e o processo pelo qual a regido de repeticdo foi
reduzida a uma Unica repeticdo truncada, resultando em
pCS487, também ilustrada. M, sitio de MscI; S, sitio de
Sphl.

A figura 14 representa uma descricdo esquemdtica da
introducdo de uma mutacdo com traducdo silenciosa na
extremidade da repeticao original truncada em pCS487
para criar um sitio PspXI e Xhol, originando pCS489. As
sequéncias dos coddes 18-21 na sequéncia original (SEQ
ID N2. 21) e na repeticdo mutada (SEQ ID N¢2. 23) também
estdo ilustradas. A sequéncia de aminodcidos codificados
(SEQ ID N¢. 22) nao foi alterada pela mutacado. Os
nucledtidos mutados estédo em italico.

A figura 15 representa um mapa de pCS488, que € um
plasmido resistente a canamicina que codifica apenas as
porcbes dos terminais N e C de Tallc, sem a regido de
repeticdo, no vector de entrada do cruzamento pENTR-D
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

A figura 16 representa um mapa do plasmido iniciador da
repeticdo uUnica, designado por pCS493, que codifica uma

repeticéo tendo DVR  NI. Trés outros plasmidos,
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designados por pCS494, pCS495 e pCS496 eram idénticos,
excepto no facto de as DVR estarem codificadas (indicado
no lado direito).

A figura 17A descreve sequéncias de nucledtidos e
aminodcidos codificados para um médulo Unico de
repeticédo com DVR NI. A extremidade coesa compativel 57
de XhoI, o sitio Mscl e a extremidade coesa compativel
3’ de PspXI/Xhol estdo sublinhadas. A DVR e 0s
nucledétidos que a codificam estao a negrito.
Construiram-se trés outros médulos de repeticdo gue sao
idénticos aos ilustrados, excepto no facto das
sequéncias de codificacdo de DVR, que codificam,
respectivamente, HD, NI e NG. A figura 17B € um mapa do
plasmido do médulo de repeticdo simples, designado por
pCS502, que contém a sequéncia de codificagdo da
repeticdo ilustrada na figura 17A. Os plasmidos
designados por pCS503, pCS504 e pCS505 também foram
gerados e sé&o i1dénticos a pCS502, excepto para as DVR
que codificam (indicado do lado direito).

A figura 18A descreve sequéncias de nucledétidos e
aminodcidos codificados para um UGnico mdédulo de
repeticdo com DVR NI, em que as substituicdes dos
nucledétidos (em itédlico) evitam a reconstituicdo do
sitio XhoIl na extremidade 5’ no seguimento da ligacéo
entre um sitio de PspXI/Xhol e destroem o sitio interno
MscI. A DVR e o0s nucledétidos que a codificam estdo a
negrito. Construiram-se trés médulos adicionais de
repeticdo que sido idénticos aos ilustrados, excepto para
as sequéncias que codificam DVR, que codificam,
respectivamente, HD, NI e NG. A figura 18B representa um
esquema dos trés médulos de repeticéo unidos
sequencialmente por meio dos mddulos de ligacdo de
repeticdes adicionais num plasmido do mdédulo de

repeticdo tnico. O sitio de MscI na primeira repeticédo e
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0 sitio de PspXI na extremidade 3’ permanecem uUnicos e
todo o médulo é flanqueado por dois sitios XhoI.

A figura 19 € uma lista do conjunto completo de um, dois
e trés plasmidos de médulos de repeticéo.

A figura 20 representa um diagrama de fluxo gue descreve
as etapas num processo que pode ser utilizado para unir
gualquer sequéncia de repeticgdes na “estrutura” de Tallc
para gerar um gene efector TAL customizado.

As figuras 21A e 21B sdo esquemas que descrevem a Jjuncgao
de médulos de repeticdo na construcdo de endonucleases
TAL que irado recombinar as sequéncias de nucledtidos
ilustradas. Na figura 214, os mdédulos de repeticdo de
plasmidos designados por pCS519, pCsS524, pCS537, pCS551,
pCS583 e pCS529 sdo adicionados sequencialmente a
sequéncia do plasmido iniciador designado por pCS493,
resultando no plasmidos designados por pMAT55, pMAT56,
PMATS7, pPMAT58, pPMAT59 e pMAT60. Na figura 21B, os
médulos de repeticdo de plasmidos designados por pCS530,
PCSH33, pCSh22 e pCSh41l sao adicionados sequencialmente
a sequéncia no plasmido designado por pMAT1, resultando
nos plasmidos designados por pMAT61, pMAT62, pMAT63 e
PMATG64 .

A figura 22A é uma representacdo esquemdtica da proteina
efectora TAL. Os fragmentos BamHI (indicados por B)
fundiram-se com o dominio analitico da endonuclease FokI
para criar TALEN. N, terminal N; SLN, sinal de
localizacdo nuclear; B, sitio de BamHI, DA, dominio da
activacdo de é4cido. A figura 22B ¢é um grafico da
actividade TALEN construido com os efectores TAL AvrBs3
e PthXol. Avr-FokI, AvrBs3 TALEN; fusdes de Pth-FokI,
PthXol TALEN, Avr-FokI e Pth-FokI, AvrBs3 e PthXol com
uma versdao de FokI, inactiva sob o ponto de vista
catalitico (Bitinaite et al. (1998) Proc. Natl. Acad.

Sci. EUA 95:10570-10575); NDZ, nuclease de dedos de
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zinco contendo o dominio de ligacdo do ADN 7Z7if268
(Porteus e Baltimore (2003) Science 300:763).

A figura 23 é uma sequéncia de aminodcidos de referéncia
de PthXol (SEQ ID Ne. 31).

A figura 24 é uma sequéncia de aminodcidos de referéncia
de PthXol (SEQ ID Ne. 32).

A figura 25 é um diagrama do vector pFZ85.

A figura 26 ilustra a sequéncia de aminodcidos de
AvrBs3_TALEN (SEQ ID N¢. 33).

A figura 27 ilustra a sequéncia de aminodcidos de
PthXol_ TALEN (SEQ ID N¢. 34).

A figura 28A é um grafico que relaciona a actividade das
TALEN de AvrBs3 e PthXol nos alvos com diferentes
comprimentos espacadores. NDZ, nuclease de dedos de
zinco derivada de Z7if268. A figura 28B é um grafico da
actividade de uma TALEN heterodimérica. A actividade em
levedura contendo vectores de expressao PthXol-FokI e
AvrBs3-FokI e um plasmido com um alvo consisto nos
sitios de reconhecimento para cada um deles, com uma
orientacdo da cabeca para a cauda, separados por 15 pb
que também estdo ilustrados (Avr-FokI, Pth-FokI). Também
estdo ilustrados, como referéncia, a actividade das
TALEN de AvrBs3 (Avr—-FokI) e PthXol (Pth-FokI)
individualmente e Z7if268 (NDZ) nos respectivos alvos.
Como controlo negativo ensaiou-se uma cultura de
levedura apenas com plasmidos do sitio-alvo para Avr-
FokI, Pth-FokI, para a actividade de lacZ (indicado como
(=)) .

A figura 29A é um quadro que mostra as sequéncias de DVR
TALEN individuais customizados e as respectivas
sequéncias de reconhecimento de ADN. A figura 29B é um
grafico da actividade TALEN customizada. (-), controlo
negativo apenas com plasmidos do sitio-alvo; NDZ,

controlo positivo de nuclease de dedos de zinco.
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A figura 30 ¢é uma descricdo do nucledétido e das
frequéncias de DVR nos terminais de 20 pares-alvo e
efectores TAL.

A figura 31 é uma representacdo esquematica do sistema
de clonagem Golden Gate [Engler et al. (2008) PLoS One
3: e3647; e Engler et al. (2009) PLoS One 4: e5553].

As figuras 32A e 32B descrevem um conjunto de 58
plasmidos para a Jjuncdo e a clonagem de matrizes dque
codificam repetigcdes de efectores TAL customizadas,
utilizando a abordagem de clonagem Golden Gate, tal como
aqui descrita. Tet, gene de resisténcia a tetraciclina,
um marcador para a seleccao de plasmidos; spec, gene de
resisténcia a espectinomicina, um marcador para a
seleccdo de plasmidos; amp, gene de resisténcia a
ampicilina, um marcador para a seleccao de plasmidos.

A figura 33 representa um esquema de um Processo para a
juncdo e a clonagem de matrizes de codificacdao de
repeticdes dos efectores TAL customizada, por meio da

abordagem Golden Gate, utilizando o) conjunto de

plasmidos ilustrado na figura 32. Para fins de
ilustracao, mostra-se a juncadao de uma matriz de
repeticdo arbitrédria. spec, gene de resisténcia a
espectinomicina, um marcador para a seleccao de

plasmidos; amp, gene de resisténcia a ampicilina, um
marcador para a seleccao de plasmidos.

As figuras 34A-34U mostram as sequéncias de aminoédcidos
das TALEN, geradas tal como descrito aqui no exemplo 9.
A figura 344, telomerase—-TALEN124; A figura 34B,
gridlock—-TALEN105; A figura 34C, adhl-TALEN58; A figura
34D, adhl-TALEN63; A figura 34E, adhl-TALEN68; A figura
34F, adhl-TALEN73; A figura 34G, adhl-TALEN89; A figura
34H, gridlock-TALEN106; A figura 34I, adhl-TALENG64; A
figura 34J, adhl-TALEN69; A figura 34K, adhl-TALEN74; A
figura 34L, tt4-TALEN90; A figura 34M, telomerase-
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TALEN121; A figura 34N, telomerase-TALEN126; A figura
340, gridlock-TALEN107; A figura 34P, gridlock-TALEN117;
A figura 34Q, telomerase-TALEN131; A figura 34R,
telomerase-TALEN 136; A figura 34S, adhl-TALEN60; A
figura 34T, tt4-TALENSS; A figura 340, gridlock-
TALEN102.

A figura 35 representa um gradfico que mostra a
actividade TALEN medido por meio do ensaio da levedura,
utilizando mondémeros customizados TALEN com comprimentos
crescentes (9, 10, 12, 13, 15, 16, 17 ou 18 mers). As
TALEN foram recombinadas com Arabidopsis e genes de
peixe-zebra, conforme indicado.

A figura 36A representa um diagrama dgque mostra duas
sequéncias—-alvo diferentes de ADN do gene Arabidopsis
ADHI, q9ue sdo recombinadas por dois pares TALEN. A
figura 36B representa um grafico dos dados de um ensaio
de levedura ©para pares funcionais TALEN, que se
recombinam com o gene de Arabidopsis ADHI.

A figura 37A ¢é uma representacdo esquemdtica de um
ensaio de nuclease de restricdo utilizado para detectar
mutacdes induzidas por TALEN em protoplastos de
Arabidopsis. A figura 37B mostra as sequéncias de nove
clones de ADN né&o digerido num ensaio de endonuclease de
restricdo. Seis dos clones tém mutagdes introduzidas
pela juncdo ndo-homdéloga da extremidade (JNHE) .

A figura 38A mostra sequéncias com 0 repeticdes de
varios efectores TAL distintos sob o ponto de vista
filogenético, AvrHahl para Xanthomonas gardneri, AvrBs3
para X. campestris pv. vesicatoria, PthXol para X.
oryzae pv. oryzae, PthA para X. citri, e Tallc para X.
oryzae pv. oryzicola. As poligbes polimérficas estao
dentro de caixas. A figura 38B ¢é uma representacdo
esquemdtica que mostra as repeticdes de ordem 0 e de

ordem 1 de PthXol. A repeticdo de ordem “0” qgque precede
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imediatamente a primeira repeticdo mostra 35 % de
identidade e tem uma estrutura secunddria semelhante a
prevista. A DVR da primeira repeticdo e os residuos
andlogos candidatos da repeticdo de ordem 0 estéo
sublinhados. *, gap; H, hélice; E, alongada. A estrutura
foi prevista utilizando JPred (Cole et al. (2008) Nucl.
Acids Res. 36: W197-W201).

A figura 39 mostra uma anadlise por “Western blot” de uma
proteina total isoclada de células de rim embriondrio
humano 293T, transfectada com plasmidos, que codificam
as proteinas do efector TALEN recombinadas com V5,
AvrBs3, PthXol e Tallc, conforme indicado, no seguimento
da imuno-deteccgéo utilizando um anticorpo de rato anti-
V5. Mostra-se a actina imuno-marcada como o controlo
para a carga equivalente em cada coluna.

A figura 40A mostra a sequéncia de aminodcidos de HPRT-
3254-17 TALEN e a figura FIG. 40B mostra a sequéncia de
aminodcidos de HPRT-3286-20r TALEN.

A figura 41A é uma representacdo esquematica que mostra
o0 sitio recombinado TALEN no gene cromossdmico humano
HPRT. Os sitios de ligacgédo para as TALEN de HPRT-3254-17
e HPRT-3286-20r, o sitio Bpul0I num espacador entre
estes sitios e o0s sitios do iniciador para amplificacéo
da regido também estdo indicados. As coordenadas no
fundo sdo a distédncia dos pares de Dbase do primeiro
nucledétido da sequéncia de codificagdo. A figura 41B
mostra os resultados da digestdo dos produtos de
amplificacdo de RCP feita com BpulOI da regido ilustrada
na figura 41A, utilizando ADN gendmico isolado a partir
de células—-matriz tratadas e nado-tratadas com TALEN. O
ADN gendmico foi digerido com  BpulOI antes da
amplificacdo. Os fragmentos de ADN foram separados por
electroforese em gel de agarose e visualizados

utilizando brometo de etidio.
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DESCRIGCAO DETALHADA

O presente pedido de patente tem por objecto materiais e
processos relacionados com o reconhecimento do ADN especifico
de seqgquéncias mediado por efectores TAL. Tal como se descreve
aqui, as sequéncias de aminocdcidos primdrias dos efectores
TAL ditam as sequéncias de nucledtidos as quais se ligam. Os
requerentes verificaram que existem relacdes directas entre
as sequéncias de aminodcidos dos efectores TAL e as suas
sequéncias—-alvo de ADN, permitindo prever um sitio de
recombinacdo para os efectores TAL e também permitindo uma
customizacao dos efectores TAL para se ligarem as sequéncias
particulares de nucledétidos. Esta previsdo e customizacéo
podem ser utilizadas para uma variedade de finalidades. Num
exemplo, as sequéncias particulares de efectores TAL podem
fundir-se com sequéncias de endonucleases, permitindo que a
endonuclease se recombine com sequéncias especificas de ADN e
o0 subsequente corte do ADN nas sequéncias recombinadas ou
préximo delas. Os cortes (isto €, as rupturas das hélices
duplas) no ADN podem aumentar drasticamente a frequéncia da
recombinacédo homéloga. Assim, em combinacdo com estruturas de
ADN que comportam as sequéncias que tém um elevado grau de
semelhanca de sequéncias com uma sequéncia particular do ADN
de recombinacdo, pode utilizar-se TALEN para facilitar a
mutagénese dirigida ao sitio em genomas complexos, 1isto é&,
“knock out” ou alteracdo da funcao dos genes ou para
adicionar genes ou outras sequéncias com grande precisdo e

com uma elevada eficéacia.

Assim, estdo incluidos no ambito aqui descrito, inter

alia, materiais e processos para a producgadao de organismos

geneticamente modificados (incluindo, sem limitacodes,
plantas, fungos, Drosophila, nematodes, peixe-zebra,
murganhos, outros mamiferos e seres humanos). Estes processos
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podem incluir, por exemplo, a transfeccdo de uma célula com
vadrios &cidos nucleicos recombinantes. Por exemplo, pode-se
transformar uma célula (por exemplo, uma célula eucaridtica)
com uma primeira estrutura de &cido nucleico recombinante
contendo uma sequéncia de nucledtidos dadora que inclui
alteracdes relativamente a uma sequéncia de nucledtidos
recombinante correspondente encontrada dentro da célula e uma
segunda estrutura de A4acidos nucleicos recombinantes que
codifica uma nuclease TAL. Nalgumas modalidades, a célula
também pode ser transformada com uma terceira estrutura de
dcidos nucleicos recombinantes que codifica um marcador
selecciondvel. Uma sequéncia de 4&cidos nucleicos de uma
estrutura de &4cidos nucleicos doadores pode assim tornar-se
incorporada no genoma da célula transformada, tal como se
descreve aqui. Por exemplo, células de plantas produzidas
utilizando os processos aqui descritos podem crescer de modo
a produzirem plantas com a sequéncia de nucledtidos doadores
alterada, incorporada nos seus genomas. Podem utilizar-se
sementes dessas plantas para produzir plantas com um fendtipo
TAL como, por exemplo, uma caracteristica de crescimento
alterada (por exemplo, uma maior resisténcia ou tolerancia a
vadrias condic¢des bidticas e abidticas), uma aparéncia
alterada (por exemplo, a cor ou a altura alteradas) ou uma
composicdo alterada (por exemplo, niveis maiores ou menores
de carbono, azoto, &éleos, proteinas, hidratos de carbono (por
exemplo, acuUcar ou amido), aminocdcidos, 4&cidos gordos ou
metabdélitos secundarios) em relacéao as plantas nao

modificadas.

Polinucledtidos e polipéptidos

Providenciam-se aqui 4&cidos nucleicos e polipéptidos

isolados. As expressbdes “acido nucleico” e “polinucledtido”

sdo utilizadas intermutavelmente e referem-se tanto a ARN
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como a ADN, incluindo ADNc, ADN gendmico, ADN sintético (por
exemplo, sintetizado quimicamente) e ADN (ou ARN) contendo
andlogos de 4&cidos nucleicos. 0Os polinucledétidos podem ter
qualquer estrutura tridimensional. Um &cido nucleico pode ser
de hélice dupla ou de hélice simples (isto ¢é, uma hélice
paralela ou uma hélice simples anti-paralela). Exemplos néo

limitativos de polinucledétidos incluem genes, fragmentos de

genes, exdes, intrdes, ARN mensageiro (ARNm) , ARN de
transferéncia, ARN ribossémico, ribozimas, ADNc, poli-
nucledtidos recombinantes, polinucledétidos ramificados,

plasmidos, vectores, ADN isolado de qualquer sequéncia, ARN
isolado de qualguer sequéncia, sindas de 4acidos nucleicos e

iniciadores, assim como, andlogos de &acidos nucleicos.

Os polipéptidos da presente invencédo (tais como, enzimas
que modificam o ADN de efectores TAL, como exemplo néao
limitativo), podem ser introduzidos numa célula utilizando um
vector que codifica ou referidos polipéptidos, por exemplo ou
como polipéptidos per se, utilizando vectores de
administracdo associados ou combinados por guaisquer técnicas
de permeabilizacdo celular, tais como, sonoporacgcao ou

electroporacdo ou técnicas derivadas destas.

Tal como se utiliza aqui, “isolado”, gquando se refere a
um Aacido nucleico, refere-se a um &cido nucleico que estéa
separado de outros &cidos nucleicos que estdo presentes num
genoma, por exemplo, um genoma de planta, incluindo &cidos
nucleicos que normalmente flangqueiam um ou ambos os lados do
dcido nucleico no genoma. O termo “isolado”, tal como se
utiliza aqui em relacdo aos 4acidos nucleicos, também inclui
qualquer sequéncia de ocorréncia ndo-natural, desde que essas
sequéncias de ocorréncia né&do-natural ndo se encontrem na
natureza e nao tenham sequéncias imediatamente contiguas num

genoma de ocorréncia natural.
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Um &cido nucleico isolado, pode ser, por exemplo, uma
molécula de ADN, desde gue as sequéncias de &cidos nucleicos
normalmente encontradas imediatamente a flanquear essa
molécula de ADN num genoma de ocorréncia natural estejam
eliminadas ou ausentes. Assim, um &cido nucleico isolado
inclui, sem limitacdo, uma molécula de ADN que existe como
uma molécula separada (por exemplo, um 4acido nucleico
sintetizado quimicamente ou um ADNc ou um fragmento de ADN
gendémico produzido por RCP ou por um tratamento com
endonuclease de restricgao) independentemente de outras
sequéncias, assim como, um ADN que estd incorporado num
vector, um plasmido gque se replica autonomamente, um virus
(por exemplo, um para-retrovirus, um retrovirus, um
lentivirus, um adenovirus ou um virus do herpes) ou o ADN
gendmico de um procarioto ou eucarioto. Além disso, um &acido
nucleico isolado pode incluir um &cido nucleico recombinante,
tal como uma molécula de ADN que faz parte de um &cido
nucleico hibrido ou de fusdo. Um 4cido nucleico que existe
entre centenas a milhdes de outros &cidos nucleicos, por
exemplo, em bibliotecas de ADNc ou de bibliotecas gendmicas
ou laminas de gel contendo um produto de digestdo por
restricdo de ADN gendmico ndo é considerado como um Aacido

nucleico isolado.

Um Aacido nucleico pode ser produzido, por exemplo, por
sintese quimica ou por uma reacgdo em cadeia de polimerase
(RCP). A RCP refere-se a um procedimento ou a uma técnica na
qual se amplifica os 4acidos nucleicos-alvo. A RCP pode ser
utilizada para amplificar sequéncias especificas a partir de
ADN, assim como, de ARN, incluindo sequéncias de ADN gendmico
total ou de ARN celular total. Descrevem-se VArios processos
de RCP, por exemplo, em PCR Primer: A Laboratory Manual,
Dieffenbach and Dveksler, eds., Cold Spring Harbor Laboratory

Press, 1995. Geralmente, a informacdo sobre as sequéncias das
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extremidades da regido de interesse ou para além dela ¢é
utilizada para conceber iniciadores de oligonucledétidos gue
sdo idénticos ou semelhantes na sequéncia em relacdo a
hélices opostas na matriz que wvai ser amplificada. Estéo
disponiveis varias estratégias de RCP por meio das quais
podem  ser introduzidas modificacgdes de sequéncias de

nucledtidos especificas de sitio num &cido nucleico-matriz.

Os 4acidos nucleicos isolados podem ser obtidos por
mutagénese. Por exemplo, pode-se mutar uma sequéncia de
adcidos nucleicos dadores utilizando técnicas-padréo,
incluindo a mutagénese dirigida a oligonucledtidos e a
mutagénese dirigida ao sitio através de RCP. Ver, Short
Protocols in Molecular Biology, Capitulo 8, Green Publishing
Associates and John Wiley & Sons, editado por Ausubel et al.,

1992.

O termo “polipéptido”, tal como se utiliza aqui, refere-
se a um composto de duas ou mais subunidades de aminodcidos
independente da modificacdo pds-translacional (por exemplo,
fosforilacdo ou glicosilacao). As subunidades podem estar
ligadas por ligacgbes de péptidos ou outras ligacdes, tais
como, por exemplo, ligacdes de éster ou de éter. O termo
“aminodcido” refere-se a qguaisquer aminodcidos naturais e/ou
ndo-naturais ou sintéticos, incluindo os isdémeros Opticos

D/L.

Por Y“isolado” ou “purificado”, no que se refere a um
polipéptido, entende-se que o polipéptido estd separado de
alguma forma dos seus componentes celulares, com o0s qguais
estd normalmente ligado na natureza (por exemplo, outros
polipéptidos, lipidos, hidratos de carbono e acidos
nucleicos). Um polipéptido purificado pode originar uma banda

unica maior num gel de poliacrilamina né&o redutor. Um
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polipéptido purificado pode ser, pelo menos, cerca de 75 %
puro (por exemplo, pelo menos 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %,
98 %, 99 % ou 100 % puro). Podem obter-se polipéptidos
purificados, por exemplo, por extraccdo de uma fonte natural,
por sintese quimica ou por producgdo recombinante numa célula
hospedeira ou numa planta transgénica e podem ser purificados
utilizando, por exemplo, cromatografia por afinidade,
imunoprecipitacdo, cromatografia por exclusdo de dimensao e
cromatografia de permuta idnica. O grau de purificacdo pode
medir-se utilizando qualquer processo apropriado incluindo,
sem limitacgdo, cromatografia em coluna, electroforese em gel
de poliacrilamida ou cromatografia liquida de elevada

resolucao.

Estruturas recombinantes

As estruturas de 4&cidos nucleicos recombinantes (por
exemplo, vectores) sao providenciadas aqui. Um “wector” é um
replicam, tal como um plasmido, fago ou cosmido, no qual pode
ser 1nserido outro segmento de ADN de modo a provocar a
replicacdo do segmento inserido. Geralmente, um vector é
capaz de se replicar gquando estd associado com os elementos
de controlo apropriados. As estruturas de vectores
apropriadas incluem, por exemplo, as que sao utilizadas por
rotina na técnica, tais como plasmidos, virus, cromossomas
artificiais, BAC, YAC ou PAC. O termo “Wwector” inclui
vectores de clonagem e de expressao, assim como, vectores
virais e vectores de integracdo. Um “vector de expressao” é
um vector que inclui uma ou mais sequéncias de controlo da
expressdo e uma “sequéncia de controlo da expressdo” € uma
sequéncia de ADN que regula e controlo a transcricdo e/ou a
traducdo de outra sequéncia de ADN. Os vectores de expressao
apropriados incluem, sem limitacé&o, plasmidos e vectores

virais derivados, por exemplo, de bacteridéfagos, baculovirus,
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virus de mosaico do tabaco, virus do herpes, citomegalovirus,
retrovirus, virus vaccinia, adenovirus e virus adeno
associados. Estéao disponiveis comercialmente numerosos
vectores e sistemas de expressdo em empresas, tails como
Novagen (Madison, WI), Clontech (Palo Alto, CA), Stratagene
(La Jolla, CA) e Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, CA).

As expressdes “regido reguladora”, “elemento de
controlo” e “sequéncia de controlo de expressao” referem-se a
sequéncias de nucledtidos gque influenciam a iniciacdo e a
velocidade da transcrigcao ou da translacdo e a estabilidade e
a mobilidade do transcripto ou do produto do polipéptido. As
regides reguladoras incluem, sem limitacéo, sequéncias
promotoras, sequéncias intensificadoras, elementos de
resposta, sitios de reconhecimento da proteina, elementos
indutiveis, elementos de controlo do promotor, sequéncias de
ligacédo de proteinas, regides de 5’ e 3’ nédo traduzidas
(RNT), sitios de inicio transcricional, sequéncias de
terminacgdo, sequéncias de poliadenilacédo, intrdes e outras
regides reguladoras, que podem residir dentro de sequéncias
de codificacdo, tais como sinais de secrecédo, sequéncias de

localizacdo nuclear (SLN) e sitios de clivagem de proteases.

Tal como se utiliza aqui, “ligado operacionalmente”
significa incorporado numa estrutura genética de tal nodo que
as sequéncias de controlo de expressdao controlam eficazmente
a expressdo de uma sequéncia de codificacdo com interesse.
Uma sequéncia de codificacdo estd “operacionalmente ligada” e
“sob controlo” das seqguéncias de controlo de expressdo numa
célula, guando a polimerase de ADN é capaz de transcrever a
sequéncia de codificacdo no ARN, o qual, se for um ARNm, pode
entdo ser traduzido na proteina codificada pela sequéncia de
codificacéo. Assim, uma regido reguladora pode modular, por

exemplo, regular, facilitar ou orientar a transcricdo na
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célula da planta, na planta ou no tecido da planta, no qual

se deseja expressar um acido nucleico-alvo modificado.

Um promotor ¢é uma sequéncia de controlo de expressao
composta por uma regido de uma molécula de ADN, normalmente
dentro de 100 nucledétidos a montante do ponto em que comecga a
transcricdo (geralmente préximo do sitio de iniciacdo para a
polimerase II de ARN). Os promotores estdo envolvidos no
reconhecimento e na ligacdao da polimerase de ARN e de outras
proteinas para iniciar e regular a transcrigdo. Para colocar
uma sequéncia de codificacdo sob o controlo de um promotor,
normalmente é necessdrio posicionar o sitio de iniciacdo da
traducdo do quadro de leitura translacional do polipéptido
entre um e cerca de cingquenta nucledétidos a Jusante do
promotor. Contudo, um promotor pode ser seleccionado, por
exemplo, 5.000 nucledétidos a montante do sitio de iniciacgéao
da traducdo ou cerca de 2.000 nucledétidos a montante do sitio
de iniciagcdo da transcricéo. Um promotor normalmente
compreende pelo menos um promotor nuclear (basico). Um
promotor também pode incluir pelo menos um elemento de
controlo, tal como um elemento a montante. Esses elementos
incluem regides de activacéo a montante (RAM) e,
eventualmente, outras sequéncias de ADN que afectam a
transcricdo de um polinucledétido, tal como um elemento

sintético a montante.

A escolha dos promotores que devem ser incluidos depende
de varios factores incluindo, mas nao se limitando a
eficdcia, capacidade de seleccédo, inductilidade, nivel de
expressao desejado e especificidade da célula ou do tecido.
Por exemplo, o0s promotores especificos de tecidos, 6érgédos e
células que conferem apenas transcricdo ou que conferem
predominantemente num tecido, ¢érgdo ou tipo de célula

particular, respectivamente, podem ser utilizados. Nalgumas
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modalidades, os promotores especificos de tecidos vegetais,
tais como células embriondrias, paréngquima, meristema béasico,
feixe wvascular, cémbio, floema, cdértex, meristema apical do
rebento, meristema lateral do rebento, meristema apical da
raiz, meristema lateral da raiz, primdérdio da folha, mesdédéfilo
da folha, ou epiderme das folhas ©podem ser regides
reguladoras apropriadas. Nalgumas modalidades, o0s promotores
que sdo essencialmente especificos de sementes (“promotores
preferenciais das sementes”) podem ser uUteis. 0Os promotores
especificos das sementes podem promover a transcricdo de um
dcido nucleico 1ligado operacionalmente no endosperma e no
tecido cotiledéneo durante o desenvolvimento das sementes.
Alternativamente, os promotores constitutivos podem promover
a transcricdo de um acido nucleico ligado operacionalmente na
maior parte ou em todos os tecidos de uma planta, através do
desenvolvimento da planta. Outras classes de promotores
incluem, mas ndo se limitam a promotores indutiveis, tais
como promotores que conferem transcrigcdo em resposta a
estimulos externos, tais como agentes quimicos, estimulos de

desenvolvimento ou estimulos ambientais.

Um promotor basico €& a sequéncia minima necessédria para
fazer a juncdo de um complexo de transcricdo necesséaria para
a iniciacéao da transcricéo. Os promotores basicos
frequentemente incluem um elemento de uma “caixa TATA” que
pode estar localizada préximo dos nucledtidos 15 e 35 a
montante do sitio de iniciacdo da transcricdo. Os promotores
badsicos também podem incluir um elemento de uma “caixa CCAAT”
box” (normalmente a sequéncia CCAAT) e/ou uma sequéncia
GGGCG, que pode estar localizada prdéximo dos nucledtidos 40 e
200, normalmente prdéximo dos nucledtidos 60 a 120, a montante

do sitio de iniciacdo da transcricéo.
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Exemplos nao limitativos de promotores que podem estar
incluidos nas estruturas dos &cidos nucleicos agqui referidos
incluem a regido de iniciacdo da transcricdo do virus do
mosaico da couve-flor (CaMV) 35S, os promotores 1’ ou 2
derivados do ADN-T de Agrobacterium tumefaciens, 0s
promotores de um gene especifico da folha do milho descrito
por Busk ((1997) Plant J. 11:1285-1295), 0s genes
relacionados com knl do milho e de outras espécies e as
regides de iniciacdo da transcricdo de varios genes de

plantas, tais como o promotor de ubiquitina-1 do milho.

Transcreve-se a regido ndo transcrita (RNT) de 5’, mas
ndo ¢é traduzida e permanece entre o sitio do inicio do
transcripto e o coddo de iniciacdo da traducdo e pode incluir
o nucledétido +1. Pode-se posicionar uma RNT de 3’ entre o
coddo de terminacdo da traducdo e a extremidade do
transcripto. As RNT podem ter funcdes particulares, tais como
aumentarem a estabilidade do ARNm mensageiro ou atenuar a
traducdo. Exemplos de RNT de 3’ incluem, mas nao se limitam a
sinalis de ©poliadenilacdo e sequéncias de terminacao da
transcricdo. Uma regido de poliadenilacdo na extremidade 3’
de uma regiédo de codificacéao pode também estar
operacionalmente ligada a uma sequéncia de codificacdo. A
regido de poliadenilacdo pode derivar de um gene natural, de
varios outros genes de plantas ou de um  ADN-T de

Agrobacterium.

Os vectores providenciados aqui também podem incluir,
por exemplo, origens de replicacdo e/ou regides de ligacdo de
estruturas (RLE). Além disso, um vector de expressdo pode
incluir uma sequéncia marcadora designada para facilitar a
manipulacdo ou a deteccdo (por exemplo, a purificacdo ou a
localizacgéao) do polipéptido expresso. As sequéncias

marcadoras, tais como as sequéncias da proteina fluorescente
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verde (PFV), da glutationa-S-transferase (GST), da poli-
histidina, da c-mic, hemaglutinina ou de um marcador Flag'
(Kodak, New Haven, CT) sdo normalmente expressas como uma
fusdo com o polipéptido codificado. Esses marcadores podem
ser 1inseridos em qualquer parte dentro do polipéptido,

incluindo em qualguer um dos terminais carboxilo ou amino.

Por “vector de administracéado” ou “vectores de
administracao” entende-se qualquer vector de administracéo
que pode ser utilizado na presente invencdo para por em
contacto ou administrar para dentro das células ou
agentes/produtos quimicos de compartimentos sub-celulares e
moléculas (proteinas ou &cidos nucleicos) necessdrios na
presente invencdo. Inclui, mas nado se limita a vectores de
administracdo de lipossomas, vectores de administracdo de
virus, vectores de administracdo de farmacos, veiculos
quimicos, veiculos poliméricos, lipoplexos, poliplexos
dendrimeros, microbolhas (agentes de contraste de ultra-
sons), nanoparticulas, emulsdes ou outros vectores de
transferéncia apropriados. Estes vectores de administracéo
permitem a administracdo de moléculas, produtos quimicos,
macromoléculas (genes ou proteinas) ou outros vectores, tais
como plasmidos péptidos desenvolvidos por Diatos. Nestes
casos, 0s vectores de administracédo sao veiculos moleculares.
Por “wector de administracao” ou “wvectores de administracao”
também se entende processos de administracdo para realizar a

transfeccgéo.

Os termos “vector” ou “ectores” referem-se a uma
molécula de 4acido nucleico capaz de transportar outro éacido
nucleico ao qual tenha sido ligada. Um “wvector”, na presente
invencédo, inclui, mas ndo se limita a um vector viral, um
plasmido, um vector de ARN ou uma molécula de ADN ou de ARN

linear ou circular, que pode consistir em &cidos nucleicos
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cromossdémicos, nao cromossdédmicos, semi-sintéticos ou
sintéticos. Os vectores preferidos sd&o o0s gque sao capazes de

replicacdo autdénoma (vectores epissdmicos) e/ou expressao de

dcidos nucleicos aos quais estdo ligados (vectores de
expressdo). Um grande numero de vectores apropriados &
conhecido dos especialistas nesta técnica e esté

comercialmente disponivel.

Os vectores virais incluem retrovirus, adenovirus,
parvovirus (por exemplo, virus adenoc-associados),
coronavirus, virus de ARN de hélice negativa, tais como
ortomixovirus (por exemplo, o virus da gripe), rabdovirus
(por exemplo, virus da raiva e da estomatite wvesicular),
paramixovirus (por exemplo, virus do sarampo e virus Sendai),
virus de ARN de hélice positiva, tais como picornavirus e
alfavirus e virus de ARN de hélice dupla, incluindo
adenovirus, virus do herpes (por exemplo, virus do herpes
simples do tipo 1 e 2, virus de Epstein-Barr, cito-
megalovirus) e poxvirus (por exemplo, virus vaccinia, virus
das aves e virus dos canédrios). Outros virus incluem virus de
Norwalk, togavirus, flavivirus, reovirus, papovavirus,
hepadnavirus, e virus da hepatite, por exemplo. Exemplos de
retiovirus incluem: sarcoma da leucose das aves, virus do
tipo C de mamiferos, virus do tipo B, virus do tipo D, virus
do grupo HTLV-BLV, lentivirus, spumavirus (Coffin, J. M.,
Retroviridae: The viruses and their replication, In
Fundamental Virology, terceira edicdo, B. N. Fields, et al.,

Eds., Lippincott-Raven Publishers, Filaddélfia, 1996).

Por “wector lentiviral” entende-se vectores de lentivirus
a base de VIH, que sdo muito promissores para a administracéo
de genes por causa da sua capacidade relativamente grande de
empacotamento, a sua 1munogenicidade reduzida e a sua

capacidade para transduzir de forma estdvel e com uma elevada
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eficdcia uma grande gama de tipos de células diferentes. Os
vectores lentivirais sdo normalmente gerados no seguimento de
uma transfeccéo temporéaria de trés ou mais virus
(empacotamento, envelope e transferéncia) nas células
produtoras. Tal como o VIH, os vectores lentivirais entram na
célula-alvo através da interaccdo de glicoproteinas virais de
superficie com receptores na superficie das células. A
entrada, o ARN wviral sofre uma transcricdo inversa que &
mediada pelo complexo viral de transcricéo inversa. O produto
da transcrigdo inversa ¢é um ADN viral 1linear, de hélice
dupla, que constitui o substrato para a integracdo viral no
ADN das células infectadas. Os referidos vectores lentivirais

podem ser “ndo integradores” ou “integradores”.

— Por “wectores lentivirais integradores (ou VL))",
entende-se 0s vectores, como exemplos nao
limitativos, que sao capazes de integrar o genoma de

uma célula-alvo.

— Em sentido oposto, por “wectores lentivirais néao
integradores (ou VLNI)” entende-se vectores eficazes
de administracdo de genes qgue nao integram o genoma
de uma célula-alvo através da accdo da integrase do

virus.

Um tipo de vector preferido é um epissoma, isto é, um
dcido nucleico capaz de replicacdo extra-cromossdémica. Os
vectores preferidos sdo os gque capazes de replicacdo autdnoma
e/ou de expressdo dos A&cidos nucleicos aos quals estédo
ligados. Os vectores capazes de direccionar a expressao do
gene aos quals estdo operacionalmente ligados sdo referidos
aqui como “vectores de expressao”. Um vector de acordo com a
presente invencao compreende, mas nao se limita a um CAL
(cromossoma artificial de 1levedura), um BAC (bacteriano

artificial), um vector de baculovirus, um fago, um fagemido,
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um cosmido, um vector viral, um plasmido, um vector de ARN ou
uma molécula de ADN ou de ARN linear ou circular que pode
consistir em ADN cromossédmico, ndo-cromossémico, semi-
sintético ou sintético. Em geral, os vectores de expressao
com utilidade nas técnicas de ADN recombinante estdo muitas
vezes sob a forma de “plasmidos”, que se referem geralmente a
anéis de ADN de hélice dupla circulares e na sua forma de
vectores nao estdo ligados ao cromossoma. Os especialistas
nesta técnica conhecem um grande numero de vectores
apropriados. Os vectores podem conter marcadores
seleccionéveis, por exemplo: neomicina-fosfotransferase,
histidinol-desidrogenase, di-hidrofolato-reductase, higro-
micina-fosfotransferase, timidina-cinase do virus do herpes
simples, adenosina—-desaminase, glutamina-sintetase e
fosforibosil-transferase de hipoxantina-guanina para a
cultura de células eucaridticas; TRP1 para S. cerevisiae;
resisténcia a tetraciclina, rifampicina ou ampicilina em E.
coli. Preferencialmente, os referidos vectores sdo vectores
de expressdo, em que se coloca uma sequéncia de codificacéo
de um polipéptido de interesse sob o controlo de elementos de
controlo transcricional e translacional apropriados para
permitir a produgdo ou a sintese do referido polipéptido.
Assim, o referido polipéptido estd contido numa cassete de
expressdo. Mais particularmente, o vector contém uma origem
de replicacao, um promotor ligado operacionalmente ao
referido polinucledétido de codificacdo, um sitio de ligacéo
do ribossoma, um sitio de Jjuncdo do ARN (quando se utiliza
ADN gendmico), um sitio de poliadenilacdo e um sitio de
terminacgao da transcricéo. Contém ainda elementos
intensificadores ou silenciadores. A seleccdo do promotor
dependerd da célula no qual o polipéptido €& expresso. Os
promotores apropriados incluem promotores especificos do
tecido e/ou indutiveis. Exemplos de promotores indutiveis

s8do: o promotor eucaridético de metalotionina, que é induzido
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pelos niveis acrescidos de metais pesados, 0 promotor
procaridético de lacz, que € induzido em resposta a choque
térmico de isopropil-pB-D-tiogalacto-pirandsido (IPTG) e
promotores eucaridéticos de choque térmico gque sdo induzidos
pelo aumento da temperatura. Exemplos de promotores
especificos de tecido sdo a creatina-cinase dos musculos do
esqueleto, o antigénio especifico da prdéstata (PSA), uma o-
antitripsina-protease, proteinas A e B de um tensiocactivo
humano (TH), genes de p-caseina e de proteina &cida do soro

do leite.

Os promotores indutiveis podem ser induzidos ©por
elementos patogénicos ou condicgdes stressantes, mais
preferencialmente, por condicbdes stressantes, como frio,
calor, luz UV ou elevadas concentracdes idnicas (revisto em
Potenza et al. (2004) In vitro Cell Dev Biol 40:1-22). O
promotor indutivel pode ser induzido por produtos guimicos
[revisto em Moore et al. (2006); Padidam (2003); (Wang et al.
(2003); e (Zuo e Chua (2000)7.

Os vectores de administragcdo e os vectores gue podem
estar associados ou combinados em qualquer técnica de
permeabilizacdao celular, tal como sonoporagao ou

electroporacdo ou derivados destas técnicas.

Deve entender-se que pode estar presente mais do gque uma
regido reguladora num polinucledtido recombinante, por
exemplo, 1intrdes, intensificadores, regides de activacado a

montante e elementos indutiveis.

As estruturas de &cidos nucleicos recombinantes incluem
uma sequéncia de polinucledtidos inserida num vector
apropriado para a transformagcdo de células (por exemplo,

células de plantas ou células de animais). O0Os vectores
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recombinantes podem ser produzidos utilizando, por exemplo,
técnicas-padrdo de ADN recombinante (ver, ©por exemplo,
Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY).

Uma sequéncia recombinante de &acido nucleico, tal como
aqui descrita, pode integrar-se no genoma de uma célula por
via de uma recombinacdo ilegitima (isto ¢&, aleatdria, nao-
homdéloga, ndo-especifica do sitio) ou uma sequéncia de &cido
nucleico recombinante, tal como descrito aqui, pode adaptar-
se para integrar-se no genoma de uma célula por via de uma
recombinacdo homéloga. As sequéncias de 4&cidos nucleicos,
adaptadas para integracdo por via de recombinacdo homdloga,
sdo flanqueadas, em ambos os lados, com sequéncias que séo
semelhantes ou 1dénticas as sequéncias de nucledtidos
recombinantes enddgenas, que facilitam a integracdo do &cido
nucleico recombinante em sitios particulares no genoma,
contendo as sequéncias enddgenas de nucledétidos
recombinantes. As sequéncias de 4cidos nucleicos, adaptadas
para integragdo por via de recombinacdo homdloga, também
podem incluir um sitio de reconhecimento para uma nuclease
especifica da sequéncia. Alternativamente, o sitio de
reconhecimento para uma nuclease especifica de uma segquéncia
pode estar localizado no genoma da célula ser transformada.
As sequéncias de 4&cidos nucleicos dadores, tal como aqui
descritas, normalmente sdo adaptadas para integracdo por via

da recombinacd&o homdéloga.

Nalgumas modalidades, um &cido nucleico que codifica um
marcador selecciondvel também pode ser adaptado para se
integrar, por via de recombinacdo homdéloga e assim pode ser
flanqueado em ambos os lados com sequéncias que séo

semelhantes ou idénticas as sequéncias enddgenas dentro do
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genoma da planta (por exemplo, sequéncias enddgenas no sitio
de clivagem para uma nuclease especifica de uma sequéncia).
Nalguns casos, o0s Aacidos nucleicos contendo sequéncias de
codificacdo para um marcador selecciondvel também podem
incluir wum sitio de reconhecimento para uma nuclease
especifica da sequéncia. Nestas modalidades, o sitio de
reconhecimento para a nuclease especifica da sequéncia pode
ser o mesmo ou pode ser diferente daquele que estd contido
dentro da sequéncia de &cidos nucleicos dadores (isto é, pode
ser reconhecido pela mesma nuclease como uma sequéncia de
dcidos nucleicos dadores ou reconhecido por uma nuclease

diferente da sequéncia de &cidos nucleicos dadores).

Nalguns casos, pode adaptar-se uma sequéncia
recombinante de &cidos nucleicos para se integrar no genoma
de uma célula por via de uma recombinacdo especifica do
sitio. Tal como se utiliza aqui, recombinacdo “especifica do
sitio” refere-se a recombinacdo gue ocorre quando uma
sequéncia de dcido nucleico é dirigida para sitios
particulares dentro de um genoma nédoc por homologia entre as
sequéncias no acido nucleico recombinante e as sequéncias do
genoma, mas antes pela acgcdo das enzimas recombinase, dque
reconhecem sequéncias especificas de &cidos nucleicos e
catalisam a permuta reciproca de hélices de ADN entre estes
sitios. A recombinacdo especifica do sitio refere-se assim a
clivagem mediada por enzimas e a ligacdo de duas sequéncias
de nucledétidos definidas. Pode-se utilizar qualquer sistema
de recombinacdo especifico do sitio que seja apropriado,
incluindo, por exemplo, o sistema Cre-lox ou o sistema FLP-
FRT. Nestas modalidades, pode-se introduzir um &cido nucleico
que codifica uma enzima recombinase numa célula, para além de
uma sequéncia de nucledtidos dadores e uma sequéncia que

codifica uma nuclease e, nalguns casos, uma sequéncia de
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marcadores selecciondveis. Ver, por exemplo, a patente norte-

americana N¢¢. 4 959 317.

Endonucleases especificas de sequéncias

As nucleases especificas de sequéncias e os 4&cidos
nucleicos recombinantes que codificam as endonucleases
especificas de sequéncias sdo dados agqui. As endonucleases
especificas de sequéncias podem incluir os dominios de
ligagdo de ADN do efector TAL e dominios de endonuclease.
Assim, os 4acidos nucleicos que codificam essas endonucleases
especificas de sequéncias podem incluir uma sequéncia de
nucledétidos de um efector TAL especifico de sequéncia, ligado

a uma sequéncia de nucledtidos de uma nuclease.

Os efectores TAL sdo proteinas de bactérias patogénicas
das plantas, que se injectam na célula das plantas por meio
do agente patogénico, e assim elas navegam até ao nucleo e
funcionam como factores de transcrigcdo para se transformarem
em genes especificos das plantas. A principal sequéncia de
aminodcidos de um efector TAL dita a sequéncia de nucledtidos
a qual se liga. Assim, podem prever-se os sitios—-alvo para os
efectores TAL e os efectores TAL podem também ser tratados
por engenharia e gerados com o fim de se ligarem a sequéncias

particulares de nucledétidos, tal como aqui descrito.

As sequéncias que se fundem com as sequéncias de &acidos
nucleicos que codificam efectores TAL sdo sequéncias gue
codificam uma nuclease ou uma porcao de uma nuclease,
normalmente um dominio de clivagem néo-especifica de uma
endonuclease de restricao do tipo II, tal como FokI (Kim et
al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 93:1156-1160). Outras
endonucleases Uteis podem incluir, por exemplo, Hhal,

HindIII, Notl, Bbv(CI, FEcoRI, Bgll e AlwlI. O facto de algumas
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endonucleases (por exemplo, FokI) funcionarem apenas como
dimeros pode ser capitalizado no sentido de aumentar a
especificidade para um alvo do efector TAL. Por exemplo,
nalguns casos, cada mondmero de FokI pode fundir-se com uma
sequéncia efectora TAL gque reconhece uma sequéncia-alvo de
ADN diferente e apenas quando os dois sitios de
reconhecimento estdo em grande proximidade fazem os mondmeros
inactivos juntar-se para criar uma enzima funcional. Como é
necessaria uma ligacdo de ADN para activar a nuclease, pode-
se criar uma enzima de restricdo altamente especifica do

sitio.

Uma TALEN especifica da sequéncia, tal como se
providencia aqui, pode reconhecer uma sequéncia particular
dentro de uma sequéncia de nucledtidos-alvo pré-seleccionada
presente numa célula. Assim, nalgumas modalidades, pode-se
rastrear uma seguéncia-alvo de nucledtidos gquanto aos sitios
de reconhecimento de nuclease e uma nuclease particular pode
ser seleccionada com base na sequéncia-alvo. Noutros casos,
uma TALEN pode ser tratada por engenharia para atingir uma
sequéncia celular particular. Pode-se inserir uma seguéncia
de nucledtidos que codifica a TALEN desejada em dqualquer
vector de expressdo apropriado e pode-se ligd-la a uma ou
mais sequéncias de expressao de controlo. Por exemplo, uma
nuclease que codifica uma sequéncia pode estar
operacionalmente ligada a uma sequéncia promotora gque iré
conduzir a expressdo constitutiva da endonuclease nas
espécies de plantas a serem transformadas. Alternativamente,
uma sequéncia de codificacdo de endonuclease pode estar
operacionalmente ligada a uma sequéncia promotora que poderéd
levar a expressao condicional (por exemplo, a expressdo em
certas condig¢bes nutricionais). Por exemplo, um promotor do
virus em mosaico da couve-flor 35S pode ser utilizado para a

expressao constitutiva. Outros promotores constitutivos
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incluem, sem limitacdo, o motor de nopalina-sintase, o
promotor de vubiquitina e o promotor de actina. Nalgumas
modalidades, pode-se utilizar um promotor induzido por um
estrogénio artificial para a expressao condicional e podem
conseguir-se elevados niveis de transcricdo quando uma planta
é exposta a estrogénio. Outros promotores condicionais que
podem ser utilizados incluem, por exemplo, promotores
genéticos de choque térmico indutivel pelo calor e promotores
regulados pela 1luz, tais como o0s que derivam de genes dque
codificam a subunidade grande de ribulose-bisfosfato-

carboxilase.

Com fins terapéuticos, o ADN efector TAL que modifica a
enzima da presente invencdo e um excipiente aceitédvel sob o
ponto de vista farmacéutico sdo administrados numa quantidade
eficaz sob o ponto de vista terapéutico. Diz-se que essa
combinacdo ¢ administrada numa “quantidade eficaz sob o ponto
de vista terapéutico” se a quantidade administrada for
significativa sob o ponto de vista fisioldgico. Um agente &
significativo sob o ponto de vista fisioldgico se da sua
presenca resulta uma alteracdo detectdvel da fisiologia do
receptor. No presente contexto, o agente é significativo sob
o ponto de vista fisioldgico se a sua presenca resulta num
decréscimo e na gravidade de um ou mails sintomas de doenca-
alvo e numa correcgadao do genoma da lesdo ou da anomalia. Os
vectores que contém ADN recombinante e/ou &acidos nucleicos
gque codificam um ADN efector TAL que modifica enzimas podem
ser introduzidos numa célula por uma variedade de processos
(por exemplo, injecc¢éo, ingestdo directa, bombardeamento de
projécteis, 1lipossomas, electroporacdo). O ADN efector TAL
que modifica as enzimas pode ser expresso estavelmente e de
forma temporadria nas células utilizando  vectores de
expressdo. As técnicas de expressdo em células eucaridticas

sdo bem conhecidas dos especialistas nesta técnica. (Ver,
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Current Protocols in Human Genetics: Capitulo 12 “Wectors For

Gene Therapy” e Capitulo 13 “Delivery Systems for Gene

Therapy”) .

Noutro aspecto da presente invencao, o ADN do efector
TAL que modifica a enzima ¢é praticamente ndo-imunogénico,
isto é, provoca muito pouca ou nenhuma resposta imunoldgica
adversa. Pode-se utilizar uma variedade de processos para
melhorar ou eliminar as reacc¢gdes 1imunoldgicas prejudiciais
deste tipo, de acordo com a presente invencdo. Numa
modalidade preferida, o ADN efector TAL que modifica a enzima
estd praticamente isento de N-formil-metionina. Outra maneira
de evitar reaccgdes 1munoldgicas 1indesejdveis consiste em
conjugar o ADN efector TAL que <codifica a enzima com
polietileno-glicol (“PEG”) ou polipropileno-glicol (“PPG")
(preferencialmente, com um peso molecular (PM) médio de 500 a
20.000 daltons). A conjugagao com PEG ou PPG, tal como
descrito por Davis et al. (patente norte-americana 4.179.337)
por exemplo, pode providenciar conjugados de ADN efector TAL
que modifica as enzimas, soluveis em 4&gua, activos sob o
ponto de vista fisioldgico, ndo-imunogénico, com actividade
antiviral. H& processos semelhantes que também utilizam um
copolimero de polietileno-polipropileno-glicol, que Jja& foram
descritos por Saifer et al. (patente norte-americana

5 006 333).

Vectores dadores

LA presente invencdo também tem por objecto 4&cidos
nucleicos recombinantes incluindo sequéncias de 4acidos
nucleicos dadores. Uma sequéncia de nucledtidos dadores pode
incluir uma variante da sequéncia com uma ou mais
modificacgdes (isto é, substituicdes, eliminacdes ou

insergdes), no que se refere a uma sequéncia-alvo de
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nucledétidos pré-seleccionada encontrada endogenamente dentro
do genoma de uma célula a ser transformada (também referida
aqui como “uma sequéncia de nucledétidos recombinantes
modificados”). A variante da sequéncia dentro do 4cido
nucleico dador normalmente estd flanqueada em ambos os lados
com sequéncias que sdo semelhantes ou idénticas a seguéncia
de nucledétidos recombinante enddgena dentro da célula. As
sequéncias de flanqueio podem ter qualguer comprimento
apropriado e normalmente tém pelo menos 50 nucledtidos de
comprimento (por exemplo, pelo menos 50 nucledtidos, pelo
menos 75 nucledétidos, pelo menos 100 nucledtidos, pelo menos
200 nucledétidos, pelo menos 250 nucledtidos, pelo menos 300
nucledtidos, pelo menos 500 nucledtidos, pelo menos 750
nucledétidos, pelo menos 1000 nucledétidos, de cerca de 50 a
cerca de 5 000 nucledtidos, de ~cerca de 100 a 2.500
nucledtidos, de cerca de 100 a cerca de 1000 nucledtidos, de
cerca de 100 a 500 nucledtidos, de cerca de 200 a cerca de
500 nucledtidos ou de cerca de 250 a 400 nucledtidos). Assim,
A recombinacdo homdéloga pode ocorrer entre a estrutura de
dcido nucleico recombinante dados e o alvo enddgeno em ambos
os lados da sequéncia variante, de tal forma que o genoma das
células resultante contém a variante da sequéncia dentro do
contexto das sequéncias enddgenas, por exemplo, a partir do
mesmo gene. Pode-se gerar uma sequéncia dadora de nucledtidos
para atingir qualgquer sequéncia apropriada dentro de um
genoma. Numa planta, por exemplo, uma sequéncia dadora de
nucledétidos pode ser recombinada com um gene biossintético
lipido, um gene biossintético de hidratos de carbono, um gene
de proteinas que armazenam sementes, um gene de doencgas ou de
resisténcia a doencas, um gene tolerante do stresse, um gene
tolerante a &cidos ou um gene que produz um elemento anti-
nutricional. Além disso, a sequéncia dadora de nucledtidos
contém um sitio de reconhecimento para uma nuclease

especifica da sequéncia, tal como aqui descrito.
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Marcadores seleccionaveis

Alguns dos processos providenciados na presente invencao
a utilizacdo de um terceiro &cido nucleico recombinante que
codifica um marcador selecciondvel ou rastredvel. Uma
sequéncia de nucledtidos que codifica um polipéptido que
resulta num traco selecciondvel pode ser incorporado num
vector de expressadao contendo uma ou mais sequéncias de
controlo da expressao. Por exemplo, um vector de expressao
pode incluir uma sequéncia que codifica um marcador
seleccionédvel ligada operacionalmente a uma sequéncia
promotora que vai levar a expressdo constitutiva na célula da
planta a ser transformada. O0s marcadores seleccionédveis
apropriados podem incluir, sem limitacdes, polipéptidos que
conferem resisténcia a um antibidético, tal como canamicina,
G418, Dbleomicina, ampicilina ou higromicina ou um herbicida,

tal como glufosinato, cloro-sulfuron ou fosfinotricina.

Em modalidades para serem utilizadas em plantas, por
exemplo, um marcador selecciondvel pode conferir resisténcia
a um herbicida gque 1inibe o ponto de crescimento ou o
meristema, tal como uma imidazolinona ou uma sulfonilureia.
Exemplos de polipéptidos desta categoria para as enzimas ALS
e AHAS mutantes estdo descritas, por exemplo, nas patentes
norte—-americanas N¢. 5 767.366 e 5 928 937. As patentes
norte—-americanas N¢. 4 761 373 e 5 013 659 tém por objecto
plantas resistentes a varias herbicidas de imidazolinona ou
sulfonamida. A patente norte-—americana N¢. 4 975 374 tem por
objecto células de plantas e plantas que contém um gene que
codifica uma glutamina-sintetase (GS) mutante resistente a
inibicdo por herbicidas que sao conhecidas por inibirem GS,
por exemplo, fosfinotricina e metionina-sulfoximina. A
patente norte—-americana N¢. 5 162 602 tem por objecto plantas

resistentes a inibicdo por ciclo-hexanodiona e herbicidas de
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dcido ariloxifenoxipropandico. A resisténcia é conferida por

acetil-co-enzima A-carboxilase alterada (ACCase).

Os polipéptidos para conferirem resisténcia a glifosato
(vendidos sob o) nome comercial Roundup®) também séao
apropriados para serem utilizados nas plantas. Ver, por
exemplo, as patentes norte-americanas N¢. 4 940835 e
4 769 061. A patente norte-americana N¢. 5 554.798 descreve
plantas transgénicas de milho resistentes a glifosato, em que
a resisténcia é conferida por uma 5-enolpiruvil-3-
fosfochiquimato (EPSP) -sintase. ©Esses polipéptidos podem
conferir resisténcia a composicdes herbicidas de glifosato
incluindo, sem limitacdo, sais de glifosato, tais como sal de
trimetilsulfdénio, sal de isopropilamina, sal de sédio, sal de
potdssio e sal de amdénio. Ver, por exemplo, as patentes

norte—americanas N¢. 6 451 735 e 6 451 732.

Os polipéptidos para a resisténcia a compostos de
fosfono, tais como, glufosinato-aménio ou fosfinotricina e
dcidos piridinoxi ou fenoxi-propidénicos e ciclo-hexonas séo
também apropriados. Ver, por exemplo, a patente europeia
Ne., O 242 246, assim como, as patentes norte-americanas

Ne, 5 879 903, 5 276 268 e 5 561 236.

Outros herbicidas incluem aqueles que inibem a
fotossintese, tais como triazina e benzonitrilo (nitrilase).
Ver, por exemplo, a patente norte-americana N¢. 4.810.648.
Outros herbicidas incluem acido 2,2-dicloropropidnico,
setoxidim, halogenoxifop, herbicidas de imidazolinona,
herbicidas de sulfonilureia, herbicidas de triazol-
pirimidina, herbicidas de s-triazina e bromoxinilo. Também
sdo apropriados herbicidas que conferem resisténcia a uma
enzima protox. Ver, por exemplo, a publicacdao das patentes

norte—americanas N¢. 20010016956 e 6 084 155.
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Nalgumas modalidades, pode-se adaptar um &cido nucleico
recombinante que codifica um marcador seleccionavel para
integrd-1lo no genoma de uma célula (por exemplo, uma célula
de planta ou uma célula de animal) por recombinacéo
especifica do sitio. Por exemplo, uma sequéncia que codifica
um marcador selecciondvel pode ser flanqueada por sequéncias
de reconhecimento para uma recombinase, tal como, ©por
exemplo, Cre ou FLP. Noutras modalidades, pode adaptar-se um
adcido nucleico recombinante que codifica um marcador
selecciondvel, para a integragdo num genoma de planta por
recombinacdo homéloga. Nesses &acidos nucleicos, a seguéncia
que codifica o marcador seleccionavel pode ser flanqueada por
sequéncia que s&o semelhantes ou idénticas as sequéncias
endégenas de nucledétidos encontradas dentro do genoma da
célula da planta, em que o &acido nucleico recombinante vai
ser introduzido. Pelo menos uma das sequéncias enddgenas pode
estar no sitio de clivagem para uma nuclease especifica da
sequéncia. O 4cido nucleico que <codifica o marcador
selecciondvel também pode conter um sitio de reconhecimento
para uma nuclease especifica da sequéncia. A nuclease pode
ser a mesma nuclease especifica da sequéncia que foi
recombinada com a sequéncia dadora de nucledétidos ou uma
nuclease especifica da sequéncia que é diferente da sequéncia
que foi recombinada com a sequéncia de nucledtidos dadores.
Ainda noutras modalidades, Um acido nucleico recombinante que
codifica um marcador selecciondvel pode ser adaptado para
integragdo num genoma de uma célula de planta por uma
recombinacdo ilegitima. Esses &cidos nucleicos normalmente
ndo tém as sequéncias de flanqueio e os sitios de
reconhecimento de nuclease estdo contidos dentro dos &acidos
nucleicos adaptados para recombinacdo homdéloga ou especifica

do sitio, tal como se descreve aqui.
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Processos

Uma ou mais das estruturas providenciadas pela presente
invencdo podem ser utilizadas para transformar células e/ou
uma enzima gque modifica o ADN pode ser introduzida nas
células, de tal maneira que se gere um organismo
geneticamente modificado (por exemplo, uma planta ou um
animal). Assim, o0s organismos e as células geneticamente
modificados que contém  os dcidos nucleicos e/ou 0s
polipéptidos aqui descritos também constituem objecto da
presente invencao. Nalgumas modalidades, uma célula
transformada tem uma estrutura de adcido nucleico recombinante
integrada no seu genoma, isto ¢é, pode ser transformada de
forma estédvel. As células transformadas de forma estavel
normalmente retém a sequéncia, de adcidos nucleicos,
introduzida em cada divisdo de células. Uma estrutura pode
integrar-se de uma forma homdéloga, de tal modo gue a
sequéncia de nucledétidos enddgena em relacdo a célula
transformada € substituida pela estrutura, em que a estrutura
contém uma sequéncia gue corresponde a sequéncia enddgena,
mas que contém uma ou mais modificacgdes no que respeita a
sequéncia enddgena. Deve notar—-se que embora uma planta ou um
animal que contenha essa sequéncia enddgena modificada possa
ser designada por um “organismo geneticamente modificado”
(OMG) a sequéncia enddgena modificada n&o € considerada um
transgene. Uma estrutura também pode integrar-se de uma
maneira ilegitima, de tal modo que se integra aleatoriamente

no genoma da célula transformada.

Alternativamente, uma célula pode ser transformada de
forma temporédria, de tal forma que a estrutura ndo se integra
em todo o seu genoma. Por exemplo, pode-se introduzir um
vector de plasmido contendo uma sequéncia de codificacéo

TALEN numa célula, de tal modo que a sequéncia de codificacéo
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TALEN é expressa mas o vector ndo € integrado de forma
estdvel no genoma. As células transformadas temporariamente
normalmente perdem algumas ou todas as estruturas de &acidos
nucleicos 1introduzidas em cada uma das divisdes de células,
de tal modo gque o &cido nucleico introduzido né&o pode ser
detectado nas células-filhas apds um numero suficiente de
divisdes de células. Apesar disso, a expressdo de sequéncias
de <codificacédo TALEN ¢é suficiente para se conseguir a
recombinacdo homéloga entre uma seqguéncia dadora e uma
sequéncia—-alvo enddégena. Tanto as células transformadas
temporariamente como as células transformadas estavelmente

podem ser Uteis nos processos aqui descritos.

No que respeita particularmente as células de plantas
modificadas geneticamente, as células utilizadas nos
processos aqui descritos podem constituir parte ou toda uma
planta. Essas plantas podem crescer de uma maneira apropriada

para as espécies que se considerarem, gquer numa camara de

crescimento, numa estufa ou num campo. As plantas
geneticamente modificadas podem ser criadas, conforme
desejado, para um fim particular, por exemplo, para

introduzir um 4acido nucleico recombinante noutras linhas de
células, para transferir um &cido nucleico recombinante para
outras espécies ou para uma posterior seleccao de outros
tracos desejadveis. Alternativamente, as plantas geneticamente
modificadas podem propagar-se vegetativamente para essas
espécies que se podem gerir por estas técnicas. A progenia
inclui descendentes de uma planta ou de uma linha de plantas
particular. A progenia de uma dada planta inclui sementes
formadas em F4., F,, Fs3, F4, Fs, Fs e plantas da geracao
subsequente ou sementes formadas em BC,, BC,, BCs; e plantas da
geracado subsequente ou sementes formadas em F;BC,;, F;BC,, F.BC;
e plantas da geracdo subsequente. As sementes produzidas por

uma planta geneticamente modificada podem crescer e depois
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auto-alimentar-se (ou reticularem e auto-alimentar-se) para
se obterem sementes homozigdticas para a estrutura de acidos

nucleicos.

As células geneticamente modificadas (por exemplo,
células de plantas ou células de animais) podem crescer numa
cultura em suspensdo ou num tecido ou numa cultura de 6rgaos,
se desejado. Para os objectivos dos processos da presente
invencédo, podem utilizar-se técnicas de cultura em tecido
sélido e/ou liquido. Quando se utiliza um meio sdlido, as
células podem ser colocadas directamente num meio ou podem
ser colocadas numa pelicula de um filtro que € depois
colocado em contacto com o meio. Quando se utiliza um meio
liquido, as células podem ser colocadas num dispositivo de
flotacdo, por exemplo, uma membrana porosa que contacta com o
meio liquido. O meio sélido é normalmente constituido por um
meio liquido por meio da adicdo de agar. Por exemplo, um meio
s6lido pode ser um meio de Murashige e Skoog (MS) contendo
agar e auxina numa concentracao apropriada, por exemplo,
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e uma citocinina numa

concentracado apropriada, por exemplo, cinetina.

Uma célula pode ser transformada com uma estrutura do
dcido nucleico recombinante ou com varias estruturas (por
exemplo, 2, 3, 4 ou 5) de &cidos nucleicos recombinantes. Se
se utilizam varias estruturas, elas podem ser transformadas
simultaneamente ou sequencialmente. As técnicas para a
transformacdo de uma vasta gama de espécies sao conhecidas na
técnica. Os polinucledétidos e os vectores recombinantes aqui
descritos podem ser introduzidos num genoma de um hospedeiro
utilizando gqualgquer um dos numerosos processos conhecidos
incluindo electroporacgao, micro-injeccao e processos
biolisticos. Alternativamente, podem combinar—-se 0os

polinucledétidos ou os vectores com regides apropriadas de
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flanqueio de ADN-T e introduzindo-se num vector hospedeiro
convencional de Agrobacterium tumefaciens. Essas técnicas de
transformacao mediadas por Agrobacterium tumefaciens
incluindo o desarmamento e a utilizacdo de vectores bindrios
sao bem  conhecidas na técnica. Outras técnicas de
transferéncia de genes e de transformacdo incluem a
transformacdo dos protoplastos através de cédlcio ou PEG,
absorcdo mediada por electroporacdo de ADN nu, transfeccéo
mediada por lipossomas, electroporacao, transformacao mediada
por vectores viralis e bombardeamento de micro-projécteis
(ver, por exemplo, as patentes norte-americanas 5 538 880,
5 204 253, 5 591 616 e 6 329 571). Se se utilizar uma cultura
de células de plantas ou tecidos de plantas como o tecido
receptor para a transformacao, as plantas podem ser
regeneradas a partir das culturas transformadas utilizando

técnicas conhecidas dos especialistas na matéria.

Nalgumas modalidades, pode-se introduzir, directamente
na célula, uma enzima que modifica o ADN (por exemplo, uma
TALEN) . Por exemplo, pode-se introduzir um polipéptido numa
célula por injeccédo mecanica, por administracdo por via de um

sistema de secrecdo de Dbactérias do tipo 117, por

electroporacao ou por transferéncia mediada por
Agrobacterium. Ver, por exemplo, Vergunst et al. (2000)
Science 290: 979-982 para uma discussdo do sistema de

transporte VirB/D4 de Agrobacterium e a sua utilizacdo para
mediar a transferéncia de um complexo T de nucleoproteina em

células de plantas.

Ainda no que respeita as plantas, os polinucledtidos,
vectores e polipéptidos aqui descritos podem ser introduzidos
num certo numero de plantas monocotileddneas e dicotileddneas
e em sistemas de células de plantas, incluindo

dicotileddneas, tais como acafrdo, lucerna, soja, café,
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amarante, colza (com um elevado teor de &cido ertucico e
canola), amendoim ou girassol, assim como, plantas
monocotileddéneas, tais como déleo de palma, acgucar de cana,
banana, sorgo, milho, trigo, centeio sevada, aveia, arroz,
milho painco ou sorgo. Também sdo apropriadas gimnospermas,

tais como abeto e pinheiro.

Assim, os processos aqui descritos podem ser utilizados
com plantas dicotiledébneas, por exemplo, as ordens
Magniolales, Illiciales, Laurales, Piperales, Aristochiales,
Nymphaeales, Ranunculales, Papeverales, Sarraceniaceae,
Trochodendrales, Hamamelidales, FEucomiales, Leitneriales,
Myricales, Fagales, Casuarinales, Caryophyllales, Batales,
Polygonales, Plumbaginales, Dilleniales, Theales, Malvales,
Urticales, Lecythidales, Violales, Salicales, Capparales,
Ericales,Diapensales, FEbenales, Primulales, Rosales, Fabales,
Podostemales, Haloragales, Myrtales, Cornales, Proteales,
Santales, Rafflesiales, Celastrales, FEuphorbiales, Rhamnales,
Sapindales, Juglandales, Geraniales, Polygalales, Umbellales,
Gentianales, Polemoniales, Lamiales, Plantaginales,
Scrophulariales, Campanulales, Rubiales, Dipsacales e
Asterales. 0s processos aqui descritos também podem ser
utilizados com plantas monocotileddneas, tais como as que

pertencem as ordens de Alismatales, Hydrocharitales,

Na jadales, Triuridales, Commelinales, Eriocaulales,
Restionales, Poales, Juncales, Cyperales, Typhales,
Bromeliales, Zingiber ales, Arecales, Cyclanthales,

Pandanales, Arales, Lilliales e Orchidales ou com plantas
pertencendo a Gymnospermae, por exemplo, Pinales, Ginkgoales,

Cycadales e Gnetales.
Os processos podem ser utilizados para uma vasta gama de

espécies de plantas, incluindo plantas do género

dicotileddneo Atropa, Alseodaphne, Anacardium, Arachis,
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Beilschmiedia, Brassica, Carthamus, Cocculus, Croton,
Cucumis, Citrus, Citrullus, Capsicum, Catharanthus, Cocos,
Coffea, Cucurbita, Daucus, Duguetia, Eschscholzia, Ficus,
Fragaria, Glaucium, Glycine, Gossypium, Helianthus, Hevea,
Hyoscyamus, Lactuca, Landolphia, Linum, Litsea, Lycopersicon,
Lupinus, Manihot, Majorana, Malus, Medicago, Nicotiana, Olea,
Parthenium, Papaver, Persea, Phaseolus, Pistacia, Piston,
Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Senecio, Sinomenium,
Stephania, Sinapis, Solanum, Theobroma, Trifolium,
Trigonella, Vicia, Vinca, Vitis e Vigna; do género
monocotiledéneo Allium, Andropogon, Aragrostis, Asparagus,
Avena, Cynodon, FElaeis, Festuca, Festulolium, Heterocallis,
Hordeum, Lemna, Lolium, Musa, Oryza, Panicum, Pannesetum,
Phleum, Poa, Secale, Sorghum, Triticum e Zea; ou do género

gimnosperma Abies, Cunninghamia, Picea, Pinus e Pseudotsuga.

Pode-se identificar uma célula, calo, tecido ou planta
transformada e 1isolé&-la seleccionando ou rastreando células
tratadas por engenharia no que respeita a tracos ou
actividades particulares, por exemplo, as codificadas por
genes marcadores ou genes de resisténcia a antibidticos.
Essas metodologias de rastreio e de seleccdao sao bem
conhecidas dos especialistas na matéria. Além disso, podem
utilizar-se processos fisicos e bioquimicos para identificar
transformantes. Estes processos incluem andlise de Southern
ou amplificacdo por RCP para a deteccdo de um polinucledtido;
andlise de “Northern Dblot”, protecgcdo de RNase de S1,
extensdo de iniciador ou amplificacdo por RCP-TI para a
deteccdo de transcriptos de ARN; o0s ensaios enzimdticos, para
a detecgdo da actividade de enzimas ou de ribozimas dos
polipéptidos e polinucledtidos; e electroforese em gel de
proteinas, “Western blot”, imuno-precipitacdo e imuno-ensaios
ligados a enzimas para detectar polipéptidos. Também se podem

utilizar outras técnicas, tais como hibridacdo in situ,
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coloragcdo de enzimas e imuno-coloracdo para detectar a
presenca ou a expressdo de polipéptidos e/ou polinucledtidos.
Os ©processos para a realizacdo de todas as técnicas
referenciadas sdo bem conhecidas. 0s polinucledétidos que sao
incorporados de forma estdvel em células de plantas podem ser
introduzidos em outras plantas utilizando, por exemplo,

técnicas normalizadas de melhoramento genético.

No contexto da presente invencdo, “células eucaridticas”
referem-se a células de fungos, leveduras, plantas ou animais
ou a linhas de células derivadas dos organismos listados a
seguir e estabelecidas para wuma cultura 1in vitro. Mais
preferencialmente, 0Ss fungos podem ser dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Trichoderma,
Chrysoporium, Mortierella, Kluyveromyces ou Pichia. Mais
preferencialmente, oS fungos podem ser das espécies
Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae,
Aspergillus terreus, Penicillium chrysogenum, Penicillium
citrinum, Acremonium chrysogenum, Trichoderma reesei,
Mortierella alpine, Chrysosporium lucknowense, Kluyveromyces

lactis, Pichia pastoris ou Pichia ciferrii.

Na presente invencdo, a planta pode ser do género
Arabidospis, Nicotiana, Solanum, Lactuca, Brassica, Oryza,
Asparagus, Pisum, Medicago, Zea, Hordeum, Secale, Tritium,
Capsicum, Cucumis, Cucurbita, Citrullis, Citrus ou Sorghum.
Mais preferencialmente, a planta pode ser das espécies
Arabidospis thaliana, Nicotiana tabaccum, Solanum
lycopersicum, Solanum tuberosum, Solanum melongena, Solanum
esculentum, Lactuca saliva, Brassica napus, Brassica
oleracea, Brassica rapa, Oryza glaberrima, Oryza sativa,
Asparagus officinalis, Pisum sativum, Medicago sativa, Zea
mays, Hordeum vulgare, Secale cereal, Tritium aestivum,

Triticum durum, Capsicum sativus, Cucurbita pepo, Citrullus
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lanatus, Cucumis melo, Cirrus aurantifolia, Citrus maxima,

Citrus media ou Citrus reticulata.

Na presente invencédo, a célula de animal pode ser do
género Homo, Rattus, Mus, Sus, Bos, Danio, Canis, Felis,
Equus, Salmo, Oncorhynchus, Galls, Meleagris, Drosophila ou
Caenorhabditis; mais preferencialmente, a célula de animal
pode ser das espécies Homo sapiens, Rattus norvegicus, Mus
musculus, Sus scrofa, Bos taurus, Danio rerio, Canis lupus,
Felis catus, FEquus caballus, Oncorhynchus mykiss, Gallus
gallus ou Meleagris gallopavo; a célula de animal pode ser
uma célula de peixe retirada de Salmo salar, peixe teledbdsteos
ou espécies de peixe-zebra como exemplos ndo limitativos. A
célula de animal na presente invencdo também pode ser uma
célula de insecto de Drosophila melanogaster como exemplo néo
limitativo; a célula de animal pode também ser uma célula de
verne de Caenorhabditis elegans, como um exemplo nao

limitativo.

Na presente invencdo, a célula pode ser uma célula de
planta, uma célula de mamifero, uma célula de peixe, uma
célula de insecto ou 1linhas de células derivadas destes
organismos para culturas in vitro de células primarias
retiradas directamente do tecido wvivo e estabelecidas para
cultura in vitro. Como exemplos nado limitativos de linhas de
células podem seleccionar—se no grupo que consiste em células
de OHC-K1; células HEK293; células Caco2; células U2-0S;
células NIH 3T3; células NSO; células SP2; células OHC-S;
células DG44; células K-562, células U-937; células MRC5;
células IMR90; células Jurkat; células HepG2; células Hela;
células HT-1080; células HCT-116; células Hu-h7; células

Huvec; células Molt 4.
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Todas estas linhas de células podem ser modificadas pelo
processo da presente 1invencdo, para se obter modelos de
linhas de c¢élulas para produzir, expressar, quantificar,
detectar, estudar, um gene ou uma proteina de interesse.
Estes modelos também podem ser utilizados para rastrear
moléculas activas sob o ponto de wvista bioldgico com
interesse na investigacdo e producdo em varios dominios, tais
como na quimica, nos biocombustiveis, em agentes terapéuticos

e na agronomia, citando apenas exemplos nado limitativos.

A presente invencdo também tem por objecto processos
para o aproveitamento de dominios de ligagdo do ADN
especificos de sequéncias dentro de efectores TAL para, por
exemplo, alterar o material genético dentro das células,
regular a expressdo de genes e recombinar sequéncias
patogénicas, por exemplo, em terapias antivirais. Por
exemplo, nalgumas modalidades, a presente invencao tem por
objecto processos para modificar o material genético celular.
Nalgumas modalidades, 0s processos incluem a introducdo de um
polipéptido contendo um dominio de ligagd&o de ADN de efector
TAL ou um &cido nucleico que codifica esse péptido, numa
célula. O dominio de 1ligacd&o de ADN do efector TAL pode
fundir-se com toda ou com uma porgcao de uma enzima
modificadora de ADN (por exemplo, uma endonuclease). Nalgumas
modalidades, o0s processos incluem a introducdo de dois ou
mais &acidos nucleicos recombinantes na c¢élula. Um primeiro
dcido nucleico recombinante contém uma sequéncia dadora de
nucledétidos que inclui uma ou mais modificagdes (isto ¢,
substituicdes, eliminacdes ou insercgdes), no gue respeita a
uma sequéncia de nucledtidos recombinante pré-seleccionada
correspondente, encontrada na célula. A sequéncia dadora de
nucledétidos pode sofrer uma recombinacdo hombéloga com a
sequéncia-alvo enddgena de nucledtidos, de tal modo que a

sequéncia enddgena ou uma porcdo dessa sequéncia @ é
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substituida por uma sequéncia dadora ou por uma porcado dela.
A sequéncia de nucledétidos recombinados normalmente inclui um
sitio de reconhecimento para uma TALEN especifica da
sequéncia. Nalguns casos uma sequéncia-alvo de nucledtidos
pode incluir sitios de reconhecimento para dois ou mais TALEN
distintas (por exemplo, duas sequéncias—-alvo opostas qgque sao
distintas, de tal maneira que se podem utilizar TALEN com uma
especificidade distinta da 1ligacdo as sequéncias de ADN).
Nesses casos, a especificidade da clivagem de ADN pode ser
aumentada em comparacdo com OS Casos em Jgue apenas uma
sequéncia-alvo (ou varias cdpias da mesma sequéncia-alvo) é

utilizada.

Um segundo 4&cido nucleico recombinante contém uma
sequéncia de nucledétidos que codifica uma sequéncia
especifica TALEN, que se liga a um sitio de reconhecimento na
sequéncia-alvo de nucledtidos. Nalguns casos, a sequéncia
dadora de nucledétidos e a sequéncia de nucledtidos gue
codifica a nuclease especifica da sequéncia podem estar
contidas na mesma estrutura de adcidos nucleicos.
Alternativamente, a sequéncia dadora de nucledétidos e a
sequéncia de codificacdo TALEN podem estar contidas em
estruturas separadas ou o polipéptido TALEN pode ser

produzido e introduzido directamente numa célula.

Nalgumas modalidades, pode-se utilizar um terceiro &acido
nucleico recombinante contendo uma sequéncia de nucledtidos
que codifica um marcador seleccionavel. O segundo e ©
terceiro acidos nucleicos recombinantes podem sofrer
recombinacdo com sequéncias enddgenas e assim integrar-se no
genoma da célula. Estes eventos de recombinacdo podem ser
ilegitimos (isto é, aleatdérios) ou podem ocorrer através de
recombinacdo homéloga ou através de recombinacdo especifica

do sitio. Os 4&cidos nucleicos recombinantes podem ser
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transformados simultaneamente ou sequencialmente dentro da

célula e podem ser linearizados antes da transformacéo.

Quando a célula ¢é uma célula de planta, oS processos
aqui providenciados podem ainda incluir etapas, tais como a
geragdo de uma planta contendo a célula transformada, a
geracao de progenia da planta, a seleccdo ou o rastreio de
plantas que expressam o marcador selecciondvel (se estiver
incluido), a geracdo de progenia das plantas seleccionadas e
0 ensaio das plantas (por exemplo, tecido, sementes, células
precursoras ou plantas completas) ou a progenia das plantas
para recombinacdo da sequéncia-alvo de nucledtidos. Nalguns
casos, 0s processos podem incluir a exogamia das plantas
seleccionadas para eliminar o marcador selecciondvel e/ou o
rastreio das plantas seleccionadas ou resultantes da exogamia

quando a auséncia da nuclease especifica da segquéncia.

Nalgumas modalidades, a presente invencdo tem por
objecto processos para modificar o material genético de uma
célula, por exemplo, uma célula procaridética, uma célula de
animal ou uma célula de planta. Os processos podem incluir a
introdugdo na célula de um primeiro 4cido nucleico
recombinante contendo uma sequéncia-alvo de nucledtidos
modificada, que inclui uma ou mais modificacgdes na sequéncia
de nucledétidos no gque respeita a uma sequéncia-alvo de
nucledétidos correspondente presente na célula, assim como, um
sitio de reconhecimento para uma TALEN especifica da
sequéncia e um segundo &cido nucleico recombinante contendo
uma sequéncia de nucledétidos que codifica a TALEN especifica
da sequéncia. Quando a célula é uma célula de plantas, pode-
se gerar uma planta contendo a célula e células, sementes ou
tecidos obtidos a partir da planta (ou da sua progenia),
podem ser analisados para recombinacdo na sequéncia-alvo de

nucledétidos. O primeiro e o segundo 4&cidos nucleicos
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recombinantes podem ser transformados simultaneamente ou em
série numa célula e um ou ambos podem ser linearizados antes
da transformacdo. Nalguns casos, O primeiro e o segundo
dcidos nucleicos recombinantes podem estar presentes na mesma

estrutura.

Nalguns casos, 0 processo também pode incluir a
introdugcdo na célula de um terceiro dcido nucleico
recombinante contendo uma sequéncia de nucledétidos que
codificam um marcador selecciondvel e a determinacdo se a
célula ou um organismo gerado a partir da célula ou a sua
progenia expressam um marcador selecciondvel. O processo
ainda pode incluir o rastreio da célula, dor organismo ou da
sua progenia quanto a auséncia do marcador selecciondvel. A
sequéncia de nucledétidos que codifica o) marcador
selecciondvel pode ou ndo estar flangqueada em ambos os lados
por sequéncias de nucledétidos gue sdo semelhantes ou
idénticas as sequéncias de nucledétidos enddgenas a célula no
sitio de clivagem para uma segunda nuclease especifica da
sequéncia ou por sitios de reconhecimento para uma
recombinase especifica da sequéncia. Nalguns casos, o
processo também pode incluir a etapa de exogamia do
organismo. A progenia resultante da exogamia pode ser

rastreada quanto a auséncia do marcador selecciondvel.

A presente 1invencdo também tem por objecto processos
para a modificacdo do material genético numa célula (por
exemplo, uma célula de planta ou uma célula de animal),
compreendendo providenciar uma célula contendo uma sequéncia-
alvo de ADN, por exemplo, uma sequéncia cromossdmica,
mitocdndrica ou cloroplasto, em que se deseja que ocorra a
recombina¢do homéloga, providenciando uma TALEN que contém um
dominio de enzima que modifica o ADN (por exemplo, um dominio

de endonuclease) e um dominio efector TAL com vVvarias
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repeticdes de efectores TAL que, em combinacdo, se ligam a
uma sequéncia de nucledétidos especifico dentro da sequéncia-
alvo de ADN, providenciando um &cido nucleico contendo uma
sequéncia homéloga com pelo menos uma porcdo do ADN-alvo e
fazendo contactar a sequéncia-alvo de ADN na célula com a
endonuclease TAL, de tal modo gque ambas as hélices de uma
sequéncia de nucledétidos dentro ou adjacente a sequéncia-alvo
de ADN na célula sao clivadas. Essa clivagem pode aumentar a
frequéncia de recombinacdo homdéloga na sequéncia-alvo de ADN.
A sequéncia-alvo de ADN pode ser enddgena a célula. Os
processos podem incluir a introducdo na célula de um vector
contendo um ADNc que codifica a endonuclease TAL e que
expressa uma proteina de endonuclease TAL na célula. Nalguns
casos, a prépria proteina da endonuclease TAL pode ser
introduzida na célula, por exemplo, por injeccdo mecénica,
por administracdo por via de um sistema de secrecdo de
bactérias do tipo I11, por electroporacao ou por

transferéncia mediada por Agrobacterium.

Os processos aquil descritos podem ser utilizados em
varias situacgdes. Na agricultura, por exemplo, 0S Processos
aqui descritos sdo Uteis para facilitar a recombinacgdo
homdéloga num sitio—-alvo, que pode ser utilizado para eliminar
um transgene previamente integrado (por exemplo, um transgene
de resisténcia a herbicidas) de uma linha de plantas, de uma
variedade ou de hibridos. 0Os processos agqui descritos também
podem ser utilizados para modificar um gene enddgeno de tal
modo que a enzima codificada pelo gene confere resisténcia a
herbicidas, por exemplo, modificacdo de um gene enddgeno de
S5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato (EPSP) -sintase, de tal
modo que a enzima modificada confere resisténcia a herbicidas
de glifosato. Como outro exemplo, 0s processos aquili descritos
sdo Uteis para facilitar a recombinacdo homdéloga em regides

reguladoras para um ou mais genes enddgenos numa planta ou
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numa via metabdlica de mamiferos (por exemplo, biossintese de
dcidos gordos), de tal modo que a expressdo desses genes &
modificada de uma forma desejada. Os processos aqui descritos
sdo uteis para facilitar a recombinacgdo homdéloga num animal
(por exemplo, num rato ou num murganho) em um ou mais genes
enddégenos de interesse envolvidos, embora os exemplos nao
sejam limitativos em vias de sinalizacdo metabdlicas e
internas, tais como as que codificam marcadores das
superficies das células, genes identificados como estando
ligados a uma doenca particular e quaisquer genes conhecidos
como sendo responsdveis por um fendtipo particular de uma

célula de animal.

A presente invencdo também tem por objecto processos
para conceber efectores TAL especificos de sequéncias capazes
de interagir com sequéncias particulares de ADN (por exemplo,
TALEN capaz de clivar o ADN em localizacdes especificas). Os
processos podem incluir a identificacdo de uma sequéncia-alvo
de nucledétidos (por exemplo, uma sSequéncia cromossdmica
endégena, uma sequéncia de ADN mitocdndrico ou uma sequéncia
de ADN cloroplastos) na qual se deseja ter uma ligacdo do
efector TAL (por exemplo, uma sequéncia adjacente a uma
segunda seguéncia de nucledétidos na qual se deseja introduzir
um corte da hélice dupla) e concebendo uma sequéncia
especifica do efector TAL, que contenha varias repeticdes da
ligagdo de ADN que, em combinac¢do, se ligam a sequéncia-alvo.
Tal como aqui descrito, os efectores TAL incluem um certo
numero de repeticdes imperfeitas que determinam a
especificidade com que interagem com o ADN. Cada repeticao
liga—-se a uma uUnica base consoante a sequéncia particular de
di-aminodcidos nos residuos 12 e 13 da repeticdo. Assim, por
engenharia genética podem atingir.se as repeticdes dentro de
um efector TAL (por exemplo, utilizando técnicas normalizadas

ou as técnicas aqui descritas), atingindo-se entdo sitios
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particulares de ADN. Esses efectores TAL obtidos por
engenharia genética podem ser utilizados, por exemplo, como
factores de transcricdo dirigidos a sequéncias particulares
de ADN. Na figura 1A, ilustra-se um diagrama de um efector
genérico TAL, com a regido de repeticdo indicada pelas caixas
abertas e a DVR na sequéncia representativa das repeticdes

(SEQ ID N¢. 1) a sublinhado.

Exemplos de DVR e o0s seus correspondentes nucledétidos-
alvo estédo ilustrados no quadro 1A (Ver, também, a publicacéo

da PCT N¢. W02010/079430).

Quadro 1A

DVR Nucledtido

HD C

NG T

NT A

NN G ou A

NS A ou C ou G

N* C oulTT

HG T

H* T

IG T
* Indica um intervalo na sequéncia da repeticéao
correspondendo a uma falta do residuo de aminodcido numa
segunda posicao do DVR.

No quadro 1B ilustra-se outros DVR e o0s correspondentes

nucledtidos-alvo.
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Quadro 1B

DVR Nucleétido
HA C
ND C
NK G
HIT C
HN G
NA G
SN G ou A
YG T

Quando se deseja ter uma clivagem de ADN especifica da
sequéncia, pode-se conceber, por exemplo, uma TALEN
especifica da segquéncia que contenha (a) varios dominios de
repeticdo da ligacdo de ADN que, em combinacdo, se ligam a
sequéncia enddgena de nucledétidos cromossédédmicos e (b)) uma
endonuclease que gera um corte de hélice dupla na segunda
sequéncia de nucledtidos. Essa clivagem de ADN especifica da
sequéncia pode ser Util ©para aumentar a recombinacdo
homéloga, tal como aqui descrito. Outras utilizacdes para as
TALEN incluem, por exemplo, a sua utilizacdo terapéutica
contra virus. As TALEN podem ser tratados por engenharia
genética para recombinar sequéncias virais particulares,

clivando o ADN viral e reduzindo ou abolindo a viruléncia.

Os materiais e o0s processos aqui providenciados podem
ser utilizados para modificar a sequéncia de um gene
particular de uma forma orientada. Um gene pode conter véarias
sequéncias nas dquals se pode recombinar um efector TAL por
engenharia genética. Tal como aqui descrito, contudo, algumas
sequéncias—-alvo podem ser recombinadas de forma mais eficaz.
Por exemplo, tal como se mostra no exemplo 9, as sequéncias

que tém caracteristicas particulares podem ser recombinadas
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de forma mais eficaz pelos efectores TAL. Assim, 0SS processos
aqui providenciados podem incluir a identificacé&o de
sequéncias—-alvo que cumprem critérios particulares. Estes
critérios incluem sequéncias que: i) tém um comprimento
minimo de 15 bases e uma orientacdo de 5’ para 3’7, com um T a
preceder imediatamente o sitio na extremidade 5’ e; 1ii) néo
tém um T na primeira posicdo (5’) ou um A na segunda posicéo;
iii) terminam em T na ultima posicdo (3’) e nado tém um G
préximo da uUltima posicdo; e iv) tém uma composicdo de base

de 0-63 %$ de A, 11-63 % de C, 0-25 % de G e 2-42 % de T.

Dado que as TALEN tal como aqui descrito geralmente
funcionam como dimeros, algumas modalidades dos processos
aqui providenciados podem incluir a identificacdo de wuma
primeira sequéncia gendémica de nucledétidos e uma segunda
sequéncia gendémica de nucledtidos numa célula, em gue a
primeira e a segunda sequéncia de nucledétidos cumprem pelo
menos um dos critérios estabelecidos antes e estdo separadas
por 15-18 pb. Nalguns casos, um polipéptido TALEN pode ligar-
se a cada uma das sequéncias de nucledtidos e a endonuclease

contida na TALEN pode clivar dentro do espacador de 15-18 pb.

A presente invencdo também tem por objecto processos
para gerar animais geneticamente modificados nos guais se
deseja introduzir um &cido nucleico. Esses processos podem
incluir a obtencdo de uma célula que contenha uma sequéncia
de ADN recombinante cromossémico enddgeno, em que se deseja
introduzir o &cido nucleico, introduzindo na célula uma TALEN
para gerar um corte da hélice dupla dentro da sequéncia de
ADN recombinante cromossdémico enddgeno, introduzindo na
célula um &cido nucleico exdgeno contendo uma sequéncia
homéloga a pelo menos uma porgdo do ADN recombinante
cromossémico enddgeno, em que a introducdo ¢é feita em

condig¢des que permitem que ocorra a recombinacdo homdéloga
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entre o 4cido nucleico exdégeno e o ADN-alvo cromossédmico
enddgeno e gerando um animal a partir da célula primaria, em
que tenha ocorrido a recombinacdoc homdéloga. O acido nucleico
homdélogo pode incluir, por exemplo, uma sequéncia de
nucledétidos que vail causar a disrupcdo de um gene apds a
recombinacdo homdéloga, uma sequéncia de nucledtidos que
substitui um gene apds a recombinacdo homdloga, uma sequéncia
de nucledtidos que introduz uma mutagdo pontual num genes
apds a recombinacdo homdéloga ou uma sequéncia de nucledtidos

que introduz um sitio regulador apds a recombinacdo homdloga.

Os processos aqui providenciados também podem ser
utilizados para gerar plantas geneticamente modificadas, em
que se introduz um &cido nucleico desejado. Esses processos
podem incluir a obtencdo de uma célula de uma planta contendo
uma sequéncia de ADN recombinante enddgeno, em que se deseja
introduzir o &cido nucleico, introduzindo uma TALEN para
gerar um corte de hélice dupla dentro da sequéncia de ADN
recombinante enddgeno, introduzindo na célula da planta um
dcido nucleico exdgeno contendo uma sequéncia homdloga pelo
menos uma porc¢do do ADN-alvo enddgeno, em que a introducao é
feita em condig¢des que permitam a ocorréncia da recombinacéo
homéloga entre o &cido nucleico exdgeno e o ADN-alvo enddgeno
e gerando uma planta s partir de uma célula de planta em que

tenha ocorrido a recombinacdo homdloga.

0 ADN nas células geradas pelos processos de
recombinacao homdloga facilitados por TALEN aqui
providenciados, ¢é modificado, em comparacdo com as células
que ndo sofreram esses processos e as células gue contém o
ADN modificado sao referidas como “geneticamente
modificadas”. Deve notar-se, contudo, que o0s organismos que
contém essas células nédo podem ser considerados, para fins

reguladores, como OGM, dado que essa modificacdo envolve uma
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recombinacdo homdéloga e nd&o uma integracdo aleatdria de um
transgene. Assim, a utilizacdo dos processos facilitados por
TALEN aqui descritos para gerar modificacdes genéticas pode
ser vantajosa pelo facto de, por exemplo, o0s procedimentos-
padrdo reguladores em conjunto com o tempo e o custo que lhe

estdo associados poderem ser evitados.

Outros processos de recombinacdo genética direccionada,
tal como os providenciados aqui, podem incluir a introducéao
numa célula (por exemplo, uma célula de planta, uma célula de
insecto, uma célula de peixe teledsteo ou uma célula de
animal) de uma molécula de &cido nucleico que codifica uma
TALEN recombinada com uma sequéncia-alvo de ADN seleccionada,
induzindo uma expressdao da TALEN dentro da célula e
identificando uma célula recombinante em que a sequéncia-alvo
de ADN seleccionada exibe uma (por exemplo, uma eliminacdo de
material genético, uma insercdo de material genético ou tanto
uma eliminacdo como uma insercdo de material genético).

Também pode ser introduzido um ADN dador na célula.

Nalgumas modalidades, pode utilizar-se uma TALEN
monomérica. As TALEN, tal como aqgui descritos, funcionam
normalmente como dimeros através de um sitio de
reconhecimento bipartido com um espacador, de tal modo que o0S
dois dominios efectores TAL estdo fundidos com um dominio
catalitico de uma enzima de restricdo FokI, e em que o0s
sitios de reconhecimento de ADN para cada TALEN resultante
estejam separados por uma sequéncia espacadora e ligam, cada
mondémero TALEN a sitios de reconhecido, que permitem que FokI

dimerize e <crie uma quebra da hélice dupla dentro do

espacador (ver, por exemplo, Moscou e Bogdanove (2009)
Science 326:1501). As TALEN monoméricas também podem ser
construidas, contudo, de tal maneira dque efectores TAL

simples se fundem com uma nuclease que nao exige a
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dimerizacdo para funcionar. Uma dessas nucleases é, por
exemplo, uma variante de cadeia simples de FokI, em que O0S
dois mondémeros estdo expressos como polipéptidos simples
(Minczuk et al. (2008) ©Nucleic Acids Res. 36:3926-3938).
Outras nucleases monoméricas de ocorréncia natural ou
originadas por engenharia genética também podem desempenhar
este papel. O dominio de reconhecimento de ADN utilizado para
uma TALEN monomérica pode derivado de um efector TAL de
ocorréncia natural. Alternativamente, o dominio de
reconhecimento de ADN pode ser tratado por engenharia
genética para reconhecer um alvo especifico de ADN. As TALEN
de cadeia simples resultantes da engenharia podem ser mais
fadceis para construir e organizar, Jj& gque apenas exigem um

dominio de reconhecimento de ADN tratado por engenharia.

Nalgumas modalidades, pode—se gerar uma nuclease
dimérica especifica de uma sequéncia de ADN utilizando dois
dominios diferentes de 1ligacdo de ADN (por exemplo, um
dominio de ligacdo do efector TAL e um dominio de ligacgédo de
outro tipo de molécula. Tal como afirmado antes, as TALEN
aqui descritas normalmente funcionam como dimeros de um sitio
bipartido de reconhecimento com um espacador. Esta
arquitectura da nuclease também pode ser utilizada para
nucleases especificas do alvo, geradas a partir de, por
exemplo, um mondmero TALEN e um mondmero de nuclease de dedos
de =zinco. Nesses casos, 0s sitios de reconhecimento de ADN
para a TALEN e os mondmeros de nuclease de dedos de zinco
podem ser separados por um espagcador com O comprimento
apropriado. A ligacdo dos dois mondémeros pode fazer com que
FokI dimerize e crie uma quebra da hélice dupla dentro da
sequéncia espacadora. Os dominios de 1ligacdo do ADN,
diferentes dos dedos de zinco, tails como os homeo-dominios,

as repeticdes de mib ou os fechos de leucina, também se podem
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fundir com FokI e servir como um parceira para dgue um

mondémero TALEN crie uma nuclease funcional.

Nalgumas modalidades, pode-se utilizar um efector TAL
para atingir outros dominios da proteina (por exemplo,
dominios da proteina que ndo sdo nucleases) para sequéncias
de nucledétidos especificas. Por exemplo, pode-se ligar um
efector TAL a um dominio de proteina, sem limitacdes, a
partir de uma enzima quer interage com o ADN (por exemplo,
metilase, uma topoisomerase, uma Iintegrase, uma transposase
ou uma ligase), activadores ou repressores de transcrigcao ou
uma proteina que interage ou que modifica outras proteinas,
tais como histonas. As aplicacdes dessas fusdes de efectores
TAL incluem, por exemplo, a criacdo ou a modificacé&o de
elementos reguladores epigenéticos, fazendo insercdes,
eliminag¢des ou reparagdes no ADN, especificas do sitio,
controlando a expressadao de genes e modificando a estrutura da

cromatina.

Nalgumas modalidades, o espacador da sequéncia-alvo pode
ser seleccionado ou pode variar de modo a regular a
especificidade e a actividade TALEN. Os resultados que aqui
se apresentam para TALEN, que funcionam como dimeros através
de um sitio de reconhecimento bipartido com um espacgador
demonstram que as TALEN podem funcionar numa gama de
comprimentos de espacadores e que a actividade das TALEN
varia com o comprimento do espacador. Ver, por exemplo, O
exemplo 6 que se segue. A flexibilidade do comprimento do
espacador 1indica que o comprimento do espacador pode ser
escolhido para sequéncias—-alvo particulares (por exemplo, num
genoma) com uma elevada especificidade. Além disso, a
variacao da actividade observada para diferentes comprimentos

do espacador indica que o comprimento do espacador pode ser
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escolhido de forma a conseguir o nivel desejado da actividade

TALEN.

Nalgumas modalidades, a actividade TALEN pode ser
regulada fazendo variar o numero e a composicdo das
repeticgdes dentro dos dominios de ligagdo de ADN. Tal como
descrito aqui no exemplo 7, por exemplo, uma TALEN a base de
PthXoI mostrou uma actividade maior do que uma TALEN a base
de AvrBs3. PthXol difere de AvrBs3 tanto no numero como na
composicdo dos DVR das suas repeticgdes. Além disso, os sitios
de reconhecimento de ADN de ocorréncia natural para estas
proteinas diferem na sua divergéncia das sequéncias de
reconhecimento respectivas, previstas com base no cdédigo do
ADN do efector TAL descrito por Moscou e Bogdanove (supra).
Além disso, algumas TALEN vulgares com O mesmo comprimento
(12 DVR) mas com uma diferente composicdo de DVR, diferem na
sua actividade e wuma TALEN wvulgar com 13 DVR tem uma
actividade superior a uma TALEN vulgar com 12 DVR. Assim, néo
sé as TALEN podem ser tratadas por engenharia para reconhecer
uma sequéncia de ADN com interesse, mas (1) o numero de
repeticdes pode variar com a actividade modulada, (2)
diferentes sitios de ligacdo podem ser seleccionados para se
conseguirem diferentes niveis de actividade e (3) a
composicdo dos DVR e o seu ajustamento ao sitio-alvo (de
acordo com o cdédigo) podem variar para regular a actividade

TALEN.

Quando a TALEN estd numa forma heterodimérica, por
exemplo, com dois mondmeros diferentes incluindo cada um
deles um dominio efector TAL e um dominio catalitica da
nuclease FokI, 0os DVR podem encontrar-se num numero
equivalente em cada um dos dois dominios efectores TAL ou
cada dominio pode exibir numeros diferentes de DVR. Por

exemplo, se se utilizar um total de 22 DVR para ligar um ADN
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numa TALEN heterodimérica particular, pode-se encontrar 11
repeticbes em cada um dos dois dominios efectores TAL;
alternativamente, pode-se encontrar 10 repeticdes num dos
dois dominios efectores TAL e 12 no outro. A presente
invencdo também engloba TALEN com um dominio da enzima de
modificagdo do ADN que funciona como um mondmero. Neste caso,
todos o0s DVR podem ser encontrados num uUnico dominio de
efector TAL, que estd fundido com a enzima monomérica. Neste
caso, para se ter uma ligacdo eficaz, o numero de DVR deve
ser equivalente ao numero total de DVR que seriam encontrados
numa TALEN dimérica equivalente. Por exemplo, em vez de ter
10 repetigdes em dois dominios efectores TAL diferentes (como
no caso de uma TALEN dimérica), ter-se-ia 20 repeticgdes num
unico dominio de efector TAL (como no caso de uma TALEN

monomérica) .

Num outro aspecto da presente invencdo, o numero total
de repeticgdes dentro da TALEN dimérica ou monomérica & pelo
menos de 14. Ainda noutro aspecto da presente invencao, o
numero total de repeticgdes dentro da TALEN dimérica ou
monomérica é de pelo menos de 20. Ainda noutro aspecto da
presente invengdo, © numero total de repetigdes dentro da
TALEN dimérica ou monomérica & de pelo menos de 24. Ainda
noutro aspecto da presente invencdo, o numero total de
repetigdes dentro da TALEN dimérica ou monomérica é de pelo

menos de 30.

O presente pedido de patente de invencdo também tem por
objecto processos para gerar proteinas efectoras TAL com uma
capacidade maior de recombinacdo para um ADN-alvo. Os
processos podem incluir, por exemplo, a geracdo de um acido
nucleico que codifica um efector TAL que tem um dominio de
ligacdo de ADN com varias repeticdes da ligacdo do ADN,

contendo cada repeticdo um DVR que determina o reconhecimento
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de um par de bases no ADN-alvo, em que cada repeticdo da
ligagdo do ADN é responsavel pelo reconhecimento de um par de
bases no ADN-alvo. Tal como se descreve no exemplo 12 a
seguir, o relaxamento do requisito para o T na posicdo -1 do
sitio de ligacdo pode aumentar a capacidade de recombinacéo
para proteinas efectoras TAL tratadas por engenharia. Assim,
a geracdo de um efector TAL gue codifica um &cido nucleico
pode incluir a incorporacdo de um acido nucleico gque codifica
uma variante da sequéncia de repeticdo da ligacdo de ADN de
ordem 0, com especificidade para A, C ou G, eliminando assim

a necessidade de T na posicdo -1 do sitio de ligacéo.

Além disso, a presente invencdo tem ©por objecto
processos para gerar efectores TAL com uma maior capacidade
de recombinacdo para um ADN-alvo. Esses processos podem
incluir a geragdo de um &cido nucleico que codifica um
efector TAL que compreende o dominio de ligacdo de ADN com
vadrias repeticdes da ligacdo de ADN, contendo cada repeticao
um DVR qgque determina o reconhecimento de um par de bases no
ADN-alvo. Tal como se descreve no exemplo 12 a seguir, a
especificidade de NN (o DVR mais comum que reconhece G)
parece ser geralmente fraca e pode variar com o contexto, mas
alguns DVR podem ter uma maior especificidade para G. Assim,
a presente invencdo tem por objecto processos que incluem a
utilizacéao de DVR alternativos que podem ter uma
especificidade mais robusta para G. Por exemplo, pode-se
utilizar um ou mais DVR seleccionados no grupo gue consiste
em RN, R*, NG, NH, KN, K*, NA, NT, DN, D*, NL, NM, EN, E¥*,
NV, NC, QN, Q*, NR, NP, HN, H*, NK, NY, SN, S*, ND, NW, TN,
T*, NE, NF, YN, Y* e NQ, em qgque o asterisco indica um

intervalo na segunda posicao do DVR.
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Artigos fabricados

A presente invencdo também tem por objecto materiais
para procedimentos que contém, por exemplo, moléculas de
dcidos nucleicos que codificam TALEN, polipéptidos TALEN,
composicdes que contém essas moléculas de acidos nucleicos ou
esses polipéptidos ou linhas de células tratadas por
engenharia de endonucleases TAL. Podem utilizar-se esses
itens, por exemplo, como instrumentos de pesgquisa ou para

actividades terapéuticas.

Nalgumas modalidades, um material para procedimento pode
incluir sementes de plantas geradas utilizando 0s PpProcessos
da presente 1nvencdo. As sementes podem ser condicionadas
utilizando meios conhecidos na técnica e embaladas utilizando
material de embalagem bem conhecido na técnica para preparar
um artigo manufacturado. Uma embalagem de sementes pode ter
um roétulo, por exemplo, uma marca ou um rdétulo aposto no
material de embalagem, um rétulo impresso num material de
embalagem ou um rétulo inserido dentro da embalagem. O rdétulo
pode indicar que as sementes contidas dentro da embalagem
podem produzir uma colheita de plantas modificadas
geneticamente e pode descrever os tracos que foram alterados
por modificacdo genética, em relacdo as plantas néao

modificadas.

OQutras definigdes

— Residuos ou subunidades de aminodcidos numa sequéncia
de um polipéptido sdo designados aqui de acordo com o
cédigo de uma letra em que, por exemplo, Q significa
Gln ou residuo de glutamina, R significa Arg ou
residuo de arginina e D significa Asp ou residuo de

dcido aspéartico.
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Substituicdo de aminodcidos significa a substituicéao
de um residuo de aminodcido por outro, por exemplo, a
substituicdo de um residuo de arginina com um residuo
de glutamina numa sequéncia de péptidos, constituindo

assim uma substituicdo de aminoédcidos.

Os nucledtidos sado designados da seguinte forma:
utiliza-se um cddigo de uma letra para designar a
base de um nucledésido: a representa adenina, t
representa timina, c representa citosina e g
representa guanina. Para os nucledtidos degenerados,
r representa g ou a (nucledétidos de purina), k
representa g ou t, s representa g ou c, w representa
a ou t, m representa a ou c, y representa t ou c
(nucledétidos de pirimidina), d representa g, a ou t,
v representa g, a ou ¢, b representa g, t ou ¢, h

representa a, t ou ¢ € n representa g, a, t ou c.

A expresséo “enzima de modificagcdo do ADN” refere-se
a Jqualgquer proteina que é capaz de modificar o
material genético de uma célula, seja gqual for o
nivel de modificacdo do ADN (clivagem, interaccéo
covalente, interaccdo mediada por &gua...). Proteinas
que 1interagem com o ADN (por exemplo, uma metilase,
uma topoisomerase, uma integrase, uma transposase ou
uma ligase), activadores ou repressores de
transcricdo, outras proteinas, tais como histonas, e
nucleases € suposto estarem incluidas no significado
de “enzima de modificacdo do ADN”. Quando contido
numa enzima de modificacdo do ADN de um efector TAL,
a enzima de modificacdo do ADN é referida como um

dominio da enzima de modificagdo do ADN.

0 termo “nuclease” entende-se como incluindo

exonucleases e endonucleases.

O termo “endonuclease” refere-se a qualquer enzima de

tipo selvagem ou uma variante da enzima capaz de
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catalisar a hidrdélise (clivagem) de ligacdes entre
dcidos nucleicos dentro de uma molécula de ADN ou de
ARN, preferencialmente, uma molécula de ADN. Exemplos
nao limitativos de endonucleases incluem
endonucleases de restricao do tipo II, tais como
FokI, Hhal, HindIII, Notl, Bbv(CI, EcoRI, Bgll e AlwI.
As endonucleases compreendem também endonucleases de
corte raro gquando tém normalmente um sitio de
reconhecimento de polinucledétidos de cerca de 12-45
pares de bases (pb) de comprimento, mais
preferencialmente, de 14-45 pb. As endonucleases de
corte raro aumentam significativamente HR por meio da
inducédo de quebras da hélice dupla do ADN (QHD), num
local definido (Rouet, Smih et al., 1994; Rouet, Smih
et al., 1994; Choulika, Perrin et al., 1995; Pingoud
e Silva 2007). As endonucleases de corte raro podem
ser, por exemplo, uma endonuclease autoguiada (Pagques
e Duchateau 2007), uma nuclease quimérica de dedos de
zinco (NDZ) resultante na fusdo de dominios em dedos
de zinco tratados por engenharia num dominio
catalitico numa enzima de restricdo, tal como FokI

(Porteus e Carroll 2005) ou uma endonuclease guimica

(Eisenschmidt, Lanio et al., 2005; Arimondo, Thomas
et al., 2006; Simon, Cannata et al., 2008). Nas
endonucleases quimicas, conjuga-se um elemento de

clivagem quimica ou peptidico gquer com um polimero de
dcidos nucleicos, quer com outro ADN que reconhece
uma sequéncia-alvo especifica, recombinando assim a
actividade de clivagem com uma sequéncia especifica.
As endonucleases gquimicas também englobam as
endonucleases sintéticas como conjugados de
ortofenantrolina, uma molécula de clivagem de ADN e
oligonucledétidos que formam triplex (OFT), conhecidos

por ligarem sequéncias especificas de ADN (Kalish e
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Glazer 2005). Essas endonucleases quimicas estéo
englobadas no termo “endonuclease”, de acordo com a
presente invencao. Exemplos dessas endonuclease
incluem I-Sce I, I-Chu I, I-Cre I, I-Csm I, PI-Sce I,
p1-171i 1, PI-Mtu I, I-Ceu I, I-Sce II, I-Sce III, HO,
P1-Civ I, PI-Ctr I, PI-Aae I, PI-Bsu I, PI-Dha I, PI-
Dra I, PI-Mav I, PI-Mch I, PI-Mfu I, PI-Mfl I, PI-Mga
i, PI-Mgo I, PI-Min I, PI-Mka I, PI-Mle I, PI-Mma I,
pPI-Msh I, PI-Msm I, PI-Mth I, PI-Mtu I, PI-Mxe I, PI-
Npu 1, PI-Pfu I, PI-Rma I, PI-Spb I, PI-Ssp I, PI-Fac
I, PI-Mja I, PI-Pho I, PI-Tag I, PI-Thy I, PI-Tko I,

PI-Tsp I, I-MsoI.

As endonucleases de acordo com a presente invencao podem
fazer parte de uma endonuclease efectora semelhante a um

activador de transcricgdo (TAL) e (TALEN).

— Por “TALEN” entende-se uma proteina que contém um
dominio de 1ligagdo de um efector semelhante a um
activador de transcricdo (TAL) e um dominio de
endonuclease, sendo que a fusdo de ambos os dominios
resulta numa “TALEN monomérica”. Algumas  TALEN
monoméricas podem ser funcionais per se e outras
exigem a dimerizacdo com outras TALEN monoméricas. A
dimerizagcdo pode resultar numa TALEN homodimérica
quando ambas as TALEN monoméricas sao idénticas ou
pode resultar numa TALEN heterodimérica quando as
TALEN monoméricas sao diferentes. Duas TALEN
monoméricas sao diferentes quando, por exemplo, O
numero dos seus DVR é diferente e/ou quando o teor
(isto é, a sequéncia de aminoacidos) de pelo menos um
DVR ¢é diferente. Por ‘“enzima de modificagdo do
efector TAL” entende-se uma proteina que compreende

um dominio de 1ligacdo do efector semelhante a um
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activador de transcricdo e um dominio de enzima que

modifica o ADN.

Por “wariante” entende-se uma “wariante” de proteina,
isto é, uma proteina gque ndo existe naturalmente na natureza
e que se obtém por engenharia genética ou por mutagénese
aleatdéria, isto €, um proteina obtida por engenharia. Esta
variante de proteina pode ser obtida, por exemplo, por
substituicdo de pelo menos um residuo na sequéncia de
aminodcidos de uma proteina selvagem de ocorréncia natural
por um aminodcido diferente. As referidas substituic¢des podem
ser 1introduzidas, por exemplo, por mutagénese dirigida ao

sitio e/ou por mutagénese aleatdria.

Por “célula” ou “células” entende-se qualquer célula
viva procaridética ou eucaridtica, linhas de células derivadas
destes organismos para culturas in vitro, células primdrias

de animais ou com origem em plantas.

Por “célula primdria” ou “células primarias” entende-se
células retiradas directamente de tecidos wvivos (isto &,
material de bidépsia) e estabelecidas para crescimento in
vitro, que tenham sofrido muito poucas duplicacgdes de
populacdo e qgue sejam por 1sso mais representativas dos
principais componentes e caracteristicas funcionais dos
tecidos dos quais derivaram, em comparagdao com linhas de
células tumorigénicas continuas ou imortalizadas
artificialmente. Estas células representam assim um modelo
mais valido em relacgdo para o estado in vivo ao qual se

referem.

— Por “homdloga” entende-se uma sequéncia com uma
identidade suficiente com uma outra que leve a

recombinacdo homdéloga entre as sequéncias, mais
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particularmente, pelo menos 95 % de identidade,
preferencialmente, 97 % de identidade e, mais

preferencialmente, 99 %.

“Identidade” refere-se a identidade de sequéncias
entre duas moléculas de dcidos nucleicos ou
polipéptidos. A identidade pode ser determinada por
comparacdo de uma posicdo em cada sequéncia que pode
ser alinhada para fins comparativos. Quando uma
posicdo na sequéncia comparada estd ocupada pela
mesma base, entdo as moléculas sdo idénticas nessa
posicédo. Um grau de semelhanca ou identidade entre
sequéncias de 4acidos nucleicos ou de aminocdcidos é a
funcédo de um numero de nucledtidos idénticos ou
emparelhados nas posicdes partilhadas pelas
sequéncias de 4acidos nucleicos. Podem utilizar-se
vadrios algoritmos de alinhamento e/ou programas para
calcular a identidade entre duas sequéncias,
incluindo FASTA, ou BLAST gue estdo disponiveis como
parte do pacote de anédlise de sequéncias GCG
(University of Wisconsin, Madison, WI) e podem ser
usados, por exemplo, com o0s pardmetros iniciais.

Por “mutacao” entende-se a substituicgdo, eliminacéao,
insergdo de um ou mais nucledtidos/aminodcidos numa
sequéncia de polinucledétidos (ADNc, gene) ou de
polipéptidos. A referida mutacgcdo pode afectar a
sequéncia de codificacdo de um gene ou a sua
sequéncia reguladora. Também pode afectar a estrutura
da sequéncia gendmica ou a estrutura/estabilidade do
ARNm codificado.

Por “gene” entende-se a unidade basica de
hereditariedade, <consistindo num segmento de ADN
arranjado de uma forma linear ao longo de um
cromossoma, que codifica para uma proteina especifico

ou um segmento de proteina. Um gene normalmente
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inclui um promotor, uma regido nao traduzida 5’, uma
ou mais sequéncias de codificacéao (exbes),
eventualmente intrdes, uma regidao 3’ ndo traduzida. O
gene pode ainda conter um terminador,
intensificadores e/ou silenciadores.

A expressdo “gene de interesse” refere-se a qualquer
sequéncia de nucledétidos que codifica um produto
genético conhecido putativo.

Tal como se utiliza aqui, o termo “locus” representa
a localizacgdo fisica especifica de uma sequéncia de
ADN (por exemplo, de um gene) num cromossoma. O termo
“locus” normalmente refere-se a localizacdo fisica

especifica de uma sequéncia-alvo num cromossoma.

Por “proteina de fusdo” entende-se o resultado de um
processo bem conhecido na técnica que consiste na
juncdo de dois ou mais genes qgue originalmente
codificam para proteinas separadas, resultando na
traducdo do referido “gene de fusd&o” num Unico
polipéptido com propriedades funcionais derivadas de
cada uma das proteinas originais.

Por “dominio catalitico” entende-se o dominio da
proteina ou o médulo da proteina de uma enzima
contendo o sitio activo da referida enzima; por sitio
activo entende-se a parte da referida enzima na qual
ocorre a catédlise do substrato. As enzimas e também
0s seus dominios cataliticos sdo classificados e
designados de acordo com a reacgao gque catalisam. O
numero da comissdo das enzimas (numero CE) é um
esquema de classificacd&o numérica para as enzimas,
com base nas reaccgdes quimicas que elas catalisam
(World Wide Web em chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). No
ambito da presente invencao, pode-se utilizar
qualquer dominio catalitico como um parceiro e pode

fundir-se com um dominio efector TAL para gerar uma
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proteina quimérica de fusdo que resulta numa enzima
de modificagdo do ADN de efector TAL. Exemplos néo
limitativos desses dominios cataliticos podem ser os
de MmeI, EsaSSII, CstMI, NucZA, EndA de Escherichia
coli, NucM, EndA de Streptococcus pneumonia, SNase de
Staphylococcus aureus, SNase de Staphylococcus
hyicus, SNase de Shigella flexneri, Bacillus subtilis
yncBh, fago T7 de enterobactérias de
endodesoxiribonuclease I, EndoG de bovino, mutS de
proteinas de reparacdo desemparelhadas do ADN de

ttSmr, dominio de clivagem de Metnase.

A pratica da presente invencao, utilizara, salvo
indicacdo em contrdrio, técnicas convencionais de biologia
celular, cultura de células, biologia molecular, biologia
transgénica, microbiologia, ADN recombinante e imunologia,
que estdo dentro das competéncias desta técnica. Essas
técnicas estdo explicadas completamente na literatura. Ver,
por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel,
2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, EUA); Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicdo, (Sambrook et al.,
2001, Cold Spring Harbor, Nova Iorque: Cold Spring Harbor
Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed.,
1984); patente de invencdo norte—americana N¢. 4 683 195;
Nucleic Acid Hybridization (Harries e Higgins eds. 1984);
Transcription and Translation (Hames e Higgins eds. 1984);
Culture of Animal Cells (Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987);
Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal, A
Practical Guide to Molecular Cloning (1984); the series,
Methods 1n Enzymology (Abelson and Simon, eds.-in-chief,
Academic Press, Inc., Nova Iorque), especificamente, Vols.
154 e 155 (Wu et al. eds.) e Vol. 185, ™“Gene Expression
Technology” (Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For

Mammalian Cells (Miller and Calos eds., 1987, Cold Spring
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Harbor Laboratory); Immunochemical Methods in Cell and
Molecular Biology (Mayer e Walker, eds., Academic Press,
London, 1987); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-
IV (Weir e Blackwell, eds., 1986); e Manipulating the Mouse
Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y., 198¢6).

A descricao da presente invencdo descrita antes
providencia wuma maneira e um processo para produzir e
utilizar de tal maneira gque qualquer especialista na matéria
fica habilitado a produzir e a utilizar a mesma, sendo que
estes conhecimentos s&o providenciados, em particular, para
os assuntos referidos nas reivindicagbes em anexo, gque fazem

parte da descricado original.

Tal como se utilizaram antes, as expressdes
“seleccionado no grupo que consiste em”, “escolhido a partir

de” e similares incluem misturas dos materiais especificados.

Quando se estabelece aqui um limite numérico ou um
intervalo, os pontos finais estdo incluidos. Também, todos os
valores e os sub-intervalos dentro de um limite ou intervalo
numérico estao especificamente incluidos se estiverem

explicitamente escritos.

A descricéo anterior foi apresentada para permitir a um
especialista na matéria fazer uso da presente invencgdo e é
providenciada no contexto de uma aplicacdo particular e dos
seus requisitos. Assim, a presente invencdo nao pretende
estar limitada pelas modalidades ilustrativas, mas € para ser
tomada em consideracdo no seu ambito mais lato consistindo

com 0s principios e as caracteristicas aqui descritos.
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Tendo descrito a presente invencdo de uma forma geral,
pode ter-se um melhor entendimento com referéncia a alguns
exemplos especificos que vao ser dados aqui para apenas para
fins ilustrativos, sendo a presente invencdo descrita nos
exemplos gue se seguem, que ndo limitam o ambito da presente
invencéo descrita nas reivindicacdes, salvo indicacgéo

especifica.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - Um cdédigo governa o reconhecimento do ADN efector

TAL

Para determinar se hé& uma correspondéncia de um-para-um
linear entre os DVR e os nucledtidos contiguos de um sitio-
alvo TAL, fez-se o rastreio da regido promotora prevista
(isto é, os 1.000 pb precedem imediatamente o sitio de inicio
de traducao anotado) do gene-alvo conhecido para cada um dos
dez efectores TAL com a sequéncia de DVR do efector TAL para
alinhamentos que minimizam para alinhamentos que minimizam a
entropia (aleatoriamente) em associagdes de DVR-nucledtidos.
A férmula que se segue foi utilizada para gquantificar a
entropia, em que R é o conjunto dos DVR para o efector, D é o
conjunto de quatro nucledétidos (A, C, G, T), e fi ; representa
a frequéncia observada, em que cada um dos DVR ii, sSe associa

com o nucledétido Jin:

' Z max(f; } ~
i i

SR JER

Em cada promotor estavam presentes varios sitios de
baixa entropia. Contudo, para o efector AvrBs3, apenas um
mapeou o fragmento do promotor upaZ0 de 54 pb identificado

previamente como suficiente e necessario para a activacao e
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coincidiu com a caixa UPA comum aos genes directamente
activados por AvrBs3 (Kay et al., supra). Também para o0S
efectores PthXol e AvrXa27, apenas um sitio de cada um se
sobrepds a um polimorfismo entre os alelos activados e nédo-
activados dos seus respectivos alvos, 0s8N3 e Xal7. Através
dos alinhamentos, nestes trés sitios, as associag¢des de DVR-
nucledtidos eram consistentes. De tal modo que 0S
alinhamentos remanescentes foram seleccionados com Dbase
nessas associacgdes, resultando exactamente num sitio por cada
par-alvo de efectores TAL (figura 1B e quadro 2). Cada sitio

é precedido por um T (figura 1D).

Para avaliar a especificidade conferida pelas
associacdes de DVR-nucledtido, gerou-se primeiro uma matriz
ponderada com base nas frequéncias de todas as associacgdes de
DVR-nucledétido observadas ao longo de dez alinhamentos de
sitios—alvo de efectores TAL com uma entropia minima (figura
1B) . Depoils, utilizou-se a matriz ponderada para rastrear a
regido promotora, as 1.000 pb que precedem o inicio da
traducdo, de cada modelo de genes nao redundante em arroz,
Oryza sativa spp. Jjaponica cv. Nipponbare (Osal, Release 6.0,
rice.plantbiology.msu.edu) para o0s melhores emparelhamentos
com cinco efectores TAL de Xanthomonas oryzae (AvrXa27,
PthXol, PthXo6, PthXo7 e Tallc) patogénica do arroz. Para
AvrXa27, a sequéncia mutante de XaZ27 (numero de acesso do
GenBank AY986492) foi incluida. Esta sequéncia a montante néo
estd presente em Nipponbare. Ponderaram-se as frequéncias de
associacdo observadas a 90 % e os restantes 10 % foram
distribuidos igualmente com as frequéncias de todas as
associacgdes possiveis. Classificaram-se o©0s alinhamentos
utilizando uma pontuacédo da matriz ponderada (eixo do vy),
tomada como o logaritmo negativo da pontuagcdo da frequéncia
derivada das frequéncias de associacdo de DVR-nucledétido na

figura 1B. Assim, a pontuacdo mais baixa, €& o melhor
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emparelhamento. Para PthXol, PthXo6, PthXo7 e Tallc, os gene-
alvo identificado experimentalmente foi o melhor ou
praticamente o) melhor emparelhado. Os melhores
emparelhamentos nao precedidos por um T, nao estao
representados na micro-matriz utilizada para identificar o
alvo ou falta-lhe os intrdes e a evidéncia de EST. O rastreio
das sequéncias promotoras inversas do complemento nao
originaram melhores pontuagdes do alinhamento do que o0s
sitios para a frente no caso dos alvos conhecidos. Este
resultado ndo implica que os efectores TAL se liguem a hélice
positiva, mas indicam que funciona numa orientacdo paralela
relativamente a hélice positiva. O alvo conhecido do guinto
efector, AvrXa27, é gene de resisténcia a doenca Xa27 (Gu et
al., supra). A pontuacdo pilor para este emparelhamento
(5 368) pode reflectir uma adaptacao sub-d6ptima do
hospedeiro, calibrada ou recente. 0Os sitios melhor pontuados
provavelmente compreendem genes recombinados por AvrXa27 para

a patogénese.

Utilizando novamente uma matriz ponderada, obtiveram-se
dez alinhamentos adicionais por rastreio de todos o©s
promotores de arroz com 40 efectores TAL adicionais de X.
oryzae e retendo o0s melhores alinhamentos para os guais o
gene a Jjusante foi activado durante a infeccé&o, com base nos
dados publicos de micro-matrizes (PLEXdb.org, acesso 0S3)
(quadro 3). Tal como o conjunto inicial, um T precede cada
sitio e nenhum dos sitios de hélice inversa teve melhor
pontuacgdo. As frequéncias de associacdo de DVR-nucledtidos de
um total de 20 alinhamentos estdo ilustradas na figura 1C.

Constituem um cdédigo surpreendentemente simples.

As frequéncias de DVR-nucledtido no conjunto expandido

de 20 alinhamentos de nucledétidos de efectores TAL foram

utilizadas para gerar uma nova matriz ponderada e escreveu-se
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um descritivo computacional em Python v2.5 (www.python.org).
O descritivo pode ser wutilizado para rastrear qualquer
coleccdo de sequéncias de ADN quanto aos emparelhamentos com
efector TAL particular, com um factor ponderado que pode ser
definido pelo wutilizador ©para as associacdbes de DVR-
nucledétido observados versus as ndo observadas. Ver Moscou e

Bogdanove (supra).

H& alguma degenerescéncia neste cddigo. Associacgbes
fortes podem representar &ancoras que tém em conta a maior
parte da afinidade de 1ligacgdao, sendo que as associacgdes
fracas providenciam uma medicgao da flexibilidade.
Alternativamente, podem estar envolvidos efeitos de
vizinhanca. Esta ultima possibilidade foi investigada por
meio da determinagdo das sequéncias de associacgdo de
nucledétidos de cada DVR, condicionado pelo facto do DVR de
cada lado e comparando-os com o total das fregquéncias
observadas - por outras palavras, alinhamento 0s
emparelhamentos de DVR-nucledétidos de acordo coma vizinhancga
de DVR <com a esquerda ou a direita e comparando as
frequéncias relativas de cada par assim classificado com a
frequéncia global para esse par. As frequéncias das
associacgbes de DVR-nucledtido seleccionadas pela vizinhanca
ndo se desviam significativamente das frequéncias totais
observadas, sugerindo que as associacgdes estdao num contexto

independente.

As sequéncias que flangqueiam os 20 sitios—-alvo néo
revelaram nucledtidos conservados, excepto do T em -1, mas
tendem em ser ricas em C no seguimento do sitio e pobres em G
em todo o lado (figura 1D). Com poucas excepc¢des, o0s sitios
come¢cam com 60 pb a montante do inicio transcricional anotado
e nenhum estd mais préximo do que 87 pb em relacdo ao inicio

da traducdo (quadro 2 e quadro 3). Regras adicionais que
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governam as associacdes de DVR-nucledétidos estdo descritas

nos exemplos 4 e 5.

Considerando estes resultados, ¢ agora possivel a
previsdo de alvos efectores TAL num genoma e a preparacao dos
alvos de novo. A capacidade para prever sitios ird agilizar a
identificacdo de genes hospedeiros importantes em doencgas. A
capacidade para gerar alvos promete uma concepgao de genes
resistentes durdveis, que s&o responsdveis por efectores TAL
conservados ou multiplos. A adaptacdo dos efectores TAL para
a activacdo arbitrdria de genes ou a recombinacdo de
proteinas fundidas para modificacdo do ADN é também possivel

tal como se descreve aqgui.
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Quadro 2

Caracteristicas do sitio-alvo previsto para pares-alvo de efectores TAL identificados

experimentalmente

Efector TAL Fonte DVR Gene-alvo  TcS Caixa TATA TIS
Avr¥al? Yanthomonas oryzae pv. oryzae PX0SY 17 ¥al7 (arroz) 2] - ol
AyrBsy X, campestris pv, vesicatorla 18 BsJ (pimenta) 29 1 123
Ayr3s3’ X, campestris pv, vesicatoria 18 UPAZ0 (pimenta) 72 1 150
AyrBs3hrepl6””  AvrBs3 modificado 14 BS3E (pimenta) 85 1 136
Avr3s3hrepl09’  EvrBs3 modificade 15 Bs3 (pimenta) 29 1 123
kvrdahl’ X. gardneri 14 BsJ (pimenta) 39 1 121
Pthiol’ X, oryzae pv. oryzae PX099° 24 0s8N3 (rice) 9 4 25
Pth¥of’ X, oryzae pv. oryzae PX099" 23 OsTFXI (arroz) 31 780 136
PthioT’ X, oryzae pv. oryzae PX099° 22 OsTFIIRyI (arroz) 333 44 469
Tallc X, oryzae pv, oryzicola BLS206 16 OsHENI (arroz) 10 -205 217

DVR, di-residuos variaveis repetidos; TcS, sitio inicial transcricional anotade; TIS, sitio de
infcio da tradugdo. As localizagles sao relativas a extremidade 5" do sitio-alvo.

" Guet al., Supra

3

Kay et al. (2007) Science 318:648
* Rémer et al. (2007) Science 318:645

" Herbers et al, (1992) Nature 356:172
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Quadro 2

Caracteristicas do sitio-alvo previsto para pares-alvo de efectores TAL identificados

experimentalmente

" Schornack et al. (2008) New Phytologist 179:546
" Yang et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 103:10503

Romer et al. (2009) Plant Physiol,

Sugio et al. (2007) Proc, Natl, Acad. Sci, EUA

Quadro 3

Alvos candidatos de efectores TAL de Xanthomonas oryzae em infeccdes em arroz activade durante a

1nfeccdo
Efector Estirpe DVR Locus do arroz r TeS Caixa TATA TIS q Ne, vezes da alteragdo
Talle  BLS236 16 OsHenl 110 -265 217 (0,01 3,3
Talzc  BLS236 27 0s03903034 15 -16 -143 130,01 52
Tald  BLS296 16 0s04gd91%4 5 21wy 102 3,98-07 29,7
Taldb  BLS236 18 0s059275%0 1234 -1 10¢ 3, 4E-08 6,5
Talda  BLS296 26 0s03g37840 L1 2l 363 2,28-04 2,0
Taldb  BLS236 14 0s09g32100 68 np. 271 8,0E-03 36
Taldc  BLS296 23 0s06g37080 18 31 np. 151 2,7E-10 17,1
Tale  BLS236 20 0s07g47790 16 -15 70 93 3,6E-02 21,6
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Quadro 3
Alvos candidatos de efectores TAL de Xanthomonas oryzae em infecgdes em arroz activado durante a

infeccao

Efector Estirpe DVR locus do arroz r TcS Caixa TATA TIS g N9, vezes da alteragdo

pthiol  PXO9Y 24 OsBN3 179 1 251 1,08-08 B4, 2
Pthios  PXO9Y" 23 (OsIFKL A Il 136 3,503 2,8
PthXoT  PX0YY" 22 (OSTFLIAyL 73y 4 169 11,6606 4,5
Tal%a  PE09Y 20 Oshenl 1 i -3 93 0,13 8,2
Tal7a/8a PRO9Y" 18 (0s01gh8740 K/ L) 102 1,88-01 1,7
TalTo/8h PRO9Y 20 001940290 5T -2 -276 206 1,850 1,7

DVR, di-residuos variaveis repetidos; r, ranking de 58,918 modelos de genes rastreados, com base
na pontuacdo da matriz ponderada de DVR; TcS, sitio inicial transcricional anotado; n.p., ndo
presente; TIS, sitio de infcio da traducdo. As localizacles sio relativas a extremidade 5 do
sitio-alvo. Os valores de g sdo dados para uma comparagic ao longo de cinco periodes de tempo até
96 horas ap6s a inoculacdo, replicados quatro vezes; a alteracdo de vezes dada € as 96 horas

(PLEXdD, acesso 053).

9



Exemplo 2 - As TALEN podem funcionar em levedura

Preparacdo do plasmido: A sequéncia de codificacdo da
proteina do efector TAL, AvrBs3, obteve-se por digestdo de um
plasmido com BamHI. Excisou-se um fragmento de ADN que
codifica principalmente o dominio de repeticdo com SphI. A
sequéncia de aminodcidos de AvrBs3 pode ser encontrada no
GENBANK com o N¢2. de acesso P14727 e a SEQ ID Ne¢. 12 (figura
3) e a sequéncia de &cidos nucleicos com o N¢. de acesso
X16130 e SEQ ID N¢. 13 (figura 4). Na figura 4, os sitios de
BamHI e Sphl estdao a negrito e sublinhados. Os fragmentos de
BamHI e SphIl de AvrBs3 foram clonados no vector de expressao
de nuclease pDW1789_TAL (figura 5) adjacente as sequéncias
que codificam o dominio da nuclease FokI. Para clonar o
sitio-alvo de AvrBs3 no plasmido relator alvo, sintetizaram-
se dois oligonucledétidos de ADN complementares, contendo dois
sitios de reconhecimento de AvrBs3 arranjados numa orientacéo
invertida, com uma sequéncia espacadora de 18 pb entre eles,
e a sintese foi feita com pendentes de BglII e Spel nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente. Prepararam-se outros
plasmidos relatores que tinham sitios de reconhecimento com
um comprimento de espagcador de 6, 9, 12 e 15 pb. Os
oligonucledétidos hibridados foram clonados no plasmido

repdérter, pCP5 (figura 6), que foi digerido com BglII e Spel.

Ensaio de levedura: Os plasmidos relatores-alvo foram
transformados n estirpe de levedura YPH499 (uma estirpe de
MAT) e seleccionaram-se 0s transformantes num meio
completamente sintético a que faltava triptofano (SC-W). Os
plasmidos de expressdo de TALEN foram transformados em YPH500
(uma estirpe de MAT o); e os transformantes foram colocados
em placa num meio SC a que faltava histidina (SC-H). As
coldénias de levedura comportando o plasmido-alvo relator e as

coldénias que continham os plasmidos de expressdo de TALEN
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foram postas em cultura, durante a noite, a 30 2C, num meio
liquido de SC-W e SC-H, respectivamente. Ajustaram-se as
culturas pra a mesma DOgo € misturou-se 200 pL de cada em 200
pL de meio YPD. Fez-se a incubac¢do da mistura a 30 <¢C,
durante 4 horas, para permitir que os dois tipos de estirpes
de levedura se conjugassem. Centrifugou-se a cultura mista e
suspendeu-se novamente em 5 mL de meio SC-W-H, a 30 <2C,
durante a noite ou até a DOgyp atingir um intervalo de 0,5-1.
Colheram-se as células e realizaram-se ensaios quantitativos
de B-galactosidase, tal como descrito (Townsend et al. (2009)

Nature 459:442-445) .

Resultados: A fusdo TAL-FokI numa nuclease especifica do
sitio consistindo num dominio de reconhecimento do ADN TAL e
o dominio de clivagem néao-especifico de ADN FokI. O dominio
de reconhecimento do ADN TAL pode ser tratado por engenharia
para se ligar a diferentes sequéncias de ADN. Tal como
descrito aqui no exemplo 1, a especificidade de
reconhecimento do ADN para efectores TAL, uma nova classe de
dominio de ligac¢doc do ADN ja& foi decifrada. Em particular, O
dominio de ligagdo de ADN de efectores TAL contém um numero
varidvel de tandem, 34 repeticdes de aminodcidos que podem
reconhecer e ligarem-se a sequéncias especificas de ADN. As
sequéncias de aminocdcidos das repeticdes estdo conservadas
excepto para dois residuos adjacentes altamente varidveis nas
posicdes 12 e 13 das repeticdes. Estas posicdes, em conjunto,
especificam nucledétidos individuais no sitio de 1ligacédo do
ADN, uma repeticdo com um nucledétido, A arquitectura das
TALEN estd ilustrada na figura 7. As TALEN funcionam como
dimeros, sendo cada mondmero composto por repeticdes de
reconhecimento de ADN TAL tratados por engenharia, fundidos
com um dominio nao-especifico da clivagem da endonuclease
FokI. As repeticgbes de reconhecimento de ADN podem ser

tratadas por engenharia para se ligarem a sequéncias-alvo de
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ADN dentro de um genoma de interesse. 0s mondmeros de
nuclease TAL ligam-se a um dos dois semi-sitios de ADN que
estéao separados por uma sequéncia espacadora. Este
espacamento permite que os mondmeros de FokI dimerizem e cria
uma quebra de ADN de hélice duplas (QHD) na sequéncia

espacadora entre os semi-sitios.

Para explorar o potencial do dominio de reconhecimento
de ADN e do efector TAL, realizaram-se experiéncias para
determinar se os efectores TAL naturais podem funcionar como
nucleases quando se fundem com o dominio da nuclease FokI. O
ensaio a base de levedura foi feito utilizando uma estrutura
de expressdo de nuclease TAL e uma estrutura relatora do
alvo. Tal como ilustrado na figura 5, a estrutura da
expressdo da nuclease contém um dominio de nuclease FokI e um
sinal de 1localizacdo nuclear (SLN) do terminal N, sob o
controlo do promotor da levedura TEFl. Varios sitios de
restricdo estdo localizados entre o dominio da nuclease FokI
e um elemento de SLN para facilitar a clonagem de varios
efectores TAL. A estrutura repdrter-alvo tem um gene repdrter
de lacZ alvo de disrupcao com uma duplicacdo de 125 pb de uma
sequéncia de codificacédo, tal como se ilustra na figura 6. Os
flancos da duplicacdo, um gene URA3 e uma sequéncia-alvo
(composta por dois semi-sitios e uma sequéncia espacadora)
sdo reconhecidos pelos dominios de ligacdo de ADN TAL. Se a
TALEN se liga e gera quebras de hélice dupla de ADN (QHD) no
sitio-alvo, essas Qquebras, na levedura, sdo reparadas
predominantemente por recombinacgao homdloga entre as
sequéncias duplicadas de lacZ, através da hibridacdo de
hélices simples (Haber (1995) Bicessays 17:609) . Os
resultados da recombinacdo na reconstituicdo de um gene
funcional lacz e a perda de URA3 (conferido resisténcia ao

dcido 5-fluoro-ordtico). Mediu-se a actividade relativa de

98



clivagem de TALEN pela determinacdao da actividade da enzima

lacZz.

Nestes estudos, um efector TAL natural, AvrBs3, que
tinha uma regido central de repeticdo da nuclease, tal como
ilustrado na SEQ ID N¢. 16 (figura 8) foi clonado no vector
de expressdo de nuclease e os sitios—-alvo AvrBs3 (dois sitios
de 1ligacdo arranjados numa orientacdo invertida), com uma
sequéncia espacadora de 18 pb, foram clonados no vector-alvo
relator. O ensaio da levedura foi feito utilizando o esquema
ilustrado na figura 9 e descrito antes. O0s resultados
mostraram que a actividade de lacZ a partir de células de
levedura transformadas tanto com o plasmido da nuclease
AvrBs3 como com o) plasmido-alvo repdrter era
significativamente mais elevada (15,8 vezes superior) do que
a das células de controlo de levedura, que continham apenas o
plasmido-alvo relator (figura 10). N&o se observou nenhuma
actividade com fusdes de nucleases feitas apenas com O
fragmento Sphl que codifica predominantemente o dominio de
repeticdo. Isto indicou gue as sequéncias diferentes do
dominio de ligacgéo de ADN sé&o necessarias para a actividade
de TALEN. Os plasmidos relatores com comprimentos espacadores
de 6 e 9 pb também falharam na exibig¢do de actividade,
indicando que o espago entre os dois sitios de ligacédo é
critico para permitir que FokI dimerize. Estes dados indicam
que a nuclease TAL de AvrBs3 pode funcionar como uma nuclease
especifica do sitio que <cliva as suas seqguéncias—-alvo

cognatas na levedura.

Exemplo 3 - Juncao modular de peticdes de efectores TAL para

TALEN costumizadas

Os oligonucledétidos complementares correspondendo a 102

pares de Dbases de cada quatro repeticgcdes de efectores TAL
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individuais, especificando cada uma um nucledtido diferente,
sdo sintetizados, hibridados e c¢lonados num vector de
clonagem bacteriana de elevado namero de cépias,
individualmente e em combinacdo de 2 e 3 repeticdes em todas
as permutacdes, para originar 4 médulos simples de
repeticgdes, 16 duplos e 64 triplos utilizando técnicas-padréao
de digestdo por restricdao e ligacado (por exemplo, cComo
ilustrado na figura 11). A sequéncia de codificacdo do
efector TAL desejada ¢ 1ligada por introducdo dos mdédulos
apropriados, sequencialmente, num vector de clonagem
bacteriano de elevado numero de c¢épias pronto para ser
atravessado, contendo uma forma truncada do género Tallc, a
que falta a regido de repeticdo central, excepto no gue
respeita a <caracteristica da semi-repeticdo final. Por
exemplo, uma sequéncia de codificacdo do efector TAL com 18
repeticdes pode unir-se, por introducdo sequencial de 5

médulos triplos e 1 médulo duplo, no vector truncado Tallc.

Exemplo 4 - Um sistema para a juncado modular de repeticdes do

efector TAL

Desenvolveram-se plasmidos e processos para Jgerar Jgenes
customizados que codificam o efector TAL. A especificidade
funcional dos efectores TAL determina-se pelos DVR nas
repeticdes, tal como aqui descrito; outros polimorfismos nas
repeticgdes e noutros sitios das proteinas sdo raros e
inconsequentes no que respeita a especificidade funcional.
Assim, os genes customizados de efectores TAL foram gerados
por substituicdo da regid&o de repeticdo de um gene arbitrério
de efector TAL com repeticgcdes contendo os DVR desejados. As
sequéncias de repeticdo fora dos DVR emparelham-se com uma
sequéncia de consenso (ver a seguir). Os fragmentos de ADN
que codificam as repeticdes do efector TAL foram unidos

sequencialmente em médulos que codificam uma, duas ou trés
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repeticdes e os médulos foram clonados num gene efector TAL a
partir do qual as repeticdes originais foram eliminadas. Cada
repeticao codificada, com excepcgao da ultima (semi)
repeticdo, tinha a sequéncia LTPDQVVAIASXXGGKQALETVQRLILPV
LCQDHG (SEQ ID N¢. 18; figua 12A). A UGltima (semi) repeticéo
tem a sequéncia LTPDQVVAIASXXGGKQALES (SEQ ID N2. 20; figura
12B). Em ambas as sequéncias, “XX” indica a localizacdo do
DVR. Os DVR utilizados nas repeticdes modulares foram NI, HD,
NN e NG, que se ligam especificamente a A, C, G e T,
respectivamente. Nas experiéncias que se descrevem a seguir,
0 gene Tallc da estirpe de Xanthomonas oryzae pv. Oryzicola,
BLS256, com as suas repeticgdes eliminadas, foi utilizado como
a “estrutura” para a produgdao de genes customizados de

efectores TAL.

O processo aqui descrito inclui cinco componentes: (1) a
geracdo de plasmidos iniciadores de repeticdes unicas; (2) a
geracdo de plasmidos de mdédulos de repeticdes unicas; (3) a
geracdo de médulos de repeticdo multiplos; (4) a geracdo de
um conjunto completo de um, dois e trés plasmidos de mdédulos
de repeticdo; e (5) a Jjuncdo das sequéncias customizadas qgue

codificam efectores TAL.

Para gerar plasmido iniciadores de repeticédo simples, o
gene Tallc foi digerido com MscI e novamente ligado para
eliminar toda a regido de repeticdo excepto para a primeira
parte da primeira repeticdo e a ultima parte da ultima, a
repeticdo truncada, resultando no plasmido designado por
pCS487 (figura 13). O gene resultante codificou o DVR NI e,
tal como a maior parte dos genes efectores TAL, continha dois
sitios Sphl gque flanquearam a regido de repeticdo. O gene néao

continha nenhum sitio XhoI.
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Em seguida, introduziu-se translaccionalmente uma
mutacdo silenciosa em pCS487 para criar um sitio Unico de
PspXI, que engloba um Unico sitio Xhol centrado nos coddes 19
e 20. A mutacdo estd descrita na figura 14, gque mostra as
sequéncias de nucledétidos originais e alteradas para os
coddes 18-21 (SEQ ID Ne, 21 e SEQ ID Ne. 23,
respectivamente), codificando ambas as sequéncias de
aminodcidos ALES (SEQ ID N¢. 22). O plasmido resultante foi

designado por pCS489.

Continuando a mutagénese, geraram-se trés estruturas
adicionais com os DVR HD, NN, e NG, para criar os plasmidos
designados por pCS490, pCS491 e pCS492, respectivamente. O
fragmento Sphl que engloba a regido de repeticdo modificada
foi transferido de pCS489, pCS490, pCS491 e pCS492 para
plasmidos resistentes a canamicina designados por pCS488
(figura 15), que codificaram apenas as porgdes de Tallc do
terminal N e do terminal C, sem a regido de repeticdo, no
vector de entrada de Gateway pENTR-D (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Esta transferéncia resultou em plasmidos iniciadores de
repeticdes simples designados por pCS493 (figura 16), pCS494,
pCS495 e pCS496, respectivamente. O sitio PspXI/Xhol na
repeticdo truncada permaneceu Unico nestes plasmidos. O gene
efector TAL em pCS488 e cada um dos seus derivados foi
precedido das sequéncias de Shine-Dalgarno e Kozak para uma
traducéo eficiente em procariotos e eucariotos,

respectivamente.

Os plasmidos de mdédulos de repeticdo simples foram entédo
preparados. Gerou-se entdo um plasmido para cada um dos
quatro DVR escolhidos (NI, HD, NN e NG). Cada plasmido tinha
uma extremidade 5’ coesa, compativel, que reconstituiu um
Xhol mas ndo um sitio PspXI quando ligado num sitio PspXI e

uma extremidade 3’ coesa, compativel, que reconstituiu ambos
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0s sitios Xhol e PspXI. 0Os plasmidos foram gerados por
hibridacéo de clonagem sintética, de oligonucledtidos
complementares com excrescéncias (figura 17A) no sitio
PspXI/Xhol de pBluescript SK-, resultando nos plasmidos
designados por pCS502 (figura 17B), pCS503, pCS504 e pCS505,
respectivamente. Cada plasmido primitiu a introducdo de mais
repeticdes na extremidade 3’ do médulo de repeticdo simples
no sitio Unico de PspXI reconstituido ou por excisdo do

médulo de repeticgdo utilizando o sitio Xhol reconstituido.

Geraram-se moédulos adicionais de repeticdes simples, um
para cada NI, HD, NN e NG. Cada um tinha uma extremidade 5’
coesa, compativel, que ndo reconstituiu um sitio PspXI ou
Xhol quando ligado num sitio site PspXI, uma extremidade 3’
coesa, compativel, que reconstituiu ambos os sitios XhoI e
PspXI e uma substituicdo translacional, silenciosa de
nucledétidos que destruiu o sitio interno MscI (figura 1834).
Estes mdédulos foram gerados por hibridacdo sintética, com
oligonucledétidos complementares com excrescéncias. A ligacéo
de qualgquer um destes mdéddulos adicionais de repeticdo simples
num uUnico sitio PspXI/Xhol de um plasmido com um mdédulo de
repeticédo simples (pCS502, pCS503, pCS504 ou pCS505) resultou
em nenhum sitio novo de XhoI na Jjuncdo 5’, mas resultou na
restauracdo do uUnico sitio PspXI/Xhol de 3’, resultando assim
em plasmidos gue podiam ser linearizados para a introducgdo de
mais repeticdes adicionais pelo corte com PspXI. A reiteracéo
deste processo resultou em médulos contendo varias repeticdes
(figura 18B). Além disso, cada médulo completo de repeticdes
multiplas podia ser excisado utilizando XhoI. Como o sitio
MscI foi destruido nos médulos adicionais de repeticdes
simples, o sitio MscI na repeticdo inicial permaneceu uUnico e
foi 1Util para verificar a orientacdo apds a subclonagem

subsequente do médulo de repeticbes multiplas.
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Outros mdédulos de repeticbes simples foram clonados
iterativamente em plasmidos de médulos de repeticdes simples
para gerar, em conjunto com os plasmidos dos médulos de
repeticdes simples, um conjunto completo de todos o©s
possiveis mdédulos de uma, duas e trés repeticdes, para um
total de 84 plasmidos designados desde pCS502 até pCS585
(figura 19). Os mdédulos contendo mais de trés repeticdes (por
exemplo, quatro, cinco, seils, sete, oito, nove, dez ou mais

do que dez repeticdes) sado gerados da mesma maneira.

Desviou-se entao um pProcesso para unir qualquer
sequéncia de repeticgdes na “estrutura” de Tallc para gerar um
gene efector TAL customizado. O processo incluiu as etapas

que se seguem, que também estdo descritas na figura 20:

(1) escolhe-se um plasmido iniciador de repeticgdes
simples com a primeira repeticao desejada (pCS493,
pCS494, pCS495 ou pCS495, codificando os DVR NI, HD,

NN ou NG, respectivamente);

(2) linearizar o plasmido com PspXI;

(3) isolar o médulo para as repeticdes seguintes a
partir do plasmido do médulo apropriado (de pCS502 a
pCS585) utilizando Xhol;

(4) ligar;

(5) verificar a orientacdo por digestdo com MsclI e
confirmar a sequéncia a partir da extremidade 3’ e

utilizando um iniciador & base de vector; e

(6) repetir as etapas 2-5 até que todas as repeticdes

estejam unidas.
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Exemplo 5 - Biblioteca de plasmidos para a juncao modular de

TALEN

A juncgdo de repetigdes de TALEN, tal como aqui descrito
(utilizando as etapas descritas na figura 20) resulta em
numerosos plasmidos intermédios contendo numeros crescentes
de repeticdes. Cada um destes plasmidos € armazenado de tal
maneira que se gera uma biblioteca de plasmidos para a juncgéao
modular de TALEN (pMAT). Por exemplo, as figuras 21A e 21B
descrevem a Jjuncdo de médulos de repeticdo na construcgdo de
endonucleases TAL qgue irao atingir as sequéncias de
nucledétidos ilustradas. Na figura 214, os mdédulos de
repeticédo dos plasmidos designados por pCS519, pCS524,
PCS537, pCS551, pPCS583 e PCS529 sao adicionados
sequencialmente a sequéncia no plasmido iniciador designado
por pCS493, resultando nos plasmidos designados por pMATS5,
PMAT56, pPMATS57, pMAT58, pMATS59 e pMAT60. Na figura 21B, os
médulos das repeticdes de plasmidos designados por pCS530,
pPCS533, pCS522 e pCS541 sdo adicionados sequencialmente a
sequéncia no plasmido designado por pMAT1l, resultando nos

plasmidos designados por pMAT61, pMAT62, pMAT63 e pMAT64.

Exemplo 6 - Geragdo e andlise de TALEN customizadas

O dominio do reconhecimento do ADN TAL foi wutilizado
para criar TALEN que reconhecem e clivam alvos particulares
de ADN (figura 22A7A), wutilizando o sistema descrito nos
exemplos 4 e 5. Para avaliar a funcéo de TALEN, adaptou-se um
ensaio de leveduras em que a actividade de lacZ serve como um
indicador de clivagem de ADN (Townsend et al., supra). Neste
ensaio, um plasmido-alvo e um plasmido de expressdao de TALEN
sdo colocados em conjunto na mesma célula por conjugacdo. O
plasmido—-alvo tem um gene relator lacZz com uma duplicacdo de

125 pb de sequéncias de codificacdo. A duplicacdo flanqueia
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um sitio—alvo reconhecido por um dado TALEN. Quando ocorre
uma quebra de ADN de hélice dupla no sitio-alvo, € reparada
através de uma hibridacdo de hélice simples entre as
sequéncias duplicadas, o que cria um gene funcional lacZ cuja
expressao pode ser medida utilizando ensaios—-padrdo com {-
galactosidase que ©providencia uma leitura quantificavel
(figura 22A). Este ensaio tem demonstrado ser um bom ensaio
de previsdo da capacidade de uma NDZ para criar mutacdes
cromossdémicas por meio de JNHE ou para estimular a
recombinacdo homdéloga para a edicdo de um gene em eucariotos
superiores (Townsend et al., supra; e Zhang et al. (2010)

Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 107:12028-12033).

Utilizaram-se dois efectores TAL bem caracterizados,
AvrBs3 do agente patogénica da pimenta Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria e PthXol do agente patogénico do arroz X.
oryzae pv. oryzae (Bonas et al. (1989) Mol. Gen. Genet.
218:127-136; e Yang et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
103:10503-10508). A sequéncia de aminodcidos de AvrBs3 pode
ser encontrada no GENBANK com o N¢. de acesso P 14727 e na
SEQ ID N¢., 12 (figura 3) e a sequéncia de &acidos nucleicos
com o N¢. de acesso X16130 e na SEQ ID N2, 13 (figura 4). A
sequéncia de aminodcidos de PthXol pode ser encontrada no
GENBANK com o n@¢. de acesso ACD58243 e na SEQ ID Ne¢. 31
(figura 23) e a sequéncia de acidos nucleicos com o N2. de
acesso CP000967, o gene ID 6305128 e na SEQ ID Ne¢. 32 (figura
24). A sequéncia de aminodcidos de PthXol, com o n¢. de
acesso do GENBANK ACD58243 esta truncada no terminal N devido
a denotacdo do coddo de partida. A sequéncia completa estéd

ilustrada na figura 23.
Os dominios de repeticdo tando de AvrBs3 como de PthXol

estao totalmente codificados dentro de um fragmento

conservado de Sphl (figuras 4 e 24). Ambos 0S Jgenes que
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codificam o efector TAL também tém um fragmento de restricédo
de BamHI que engloba a sequéncia de codificacdo para o
dominio de repeticdo e 287 aminodcidos antes e 231
aminocdcidos depois (figuras 4 e 24; ver, também, figura 2234).
Estd ausente do fragmento BamHI o dominio de activacéo
transcricional do efector TAL. Ambos os fragmentos de Sphl e
os fragmentos de BamHI fundiram-se com um fragmento de ADN
que codifica FokI, que estd presente no vector de expressao
de nuclease pFZ85 (figura 25). As proteinas de fusdo entre a
nuclease FokI e os fragmentos BamHI codificados por AvrBs3 e
PthXol estdao indicados nas figuras 26 e 27; SEQ ID N2. 33 e
34.

Os mondmeros de FokI devem dimerizar de modo a clivar,
mas o comprimento do espagador apropriado entre os dois
sitios de reconhecimento de ADN n&do estava claro. Para as
NDC, em que a matriz dos dedos de zinco estd separada de FokI
por um ligante com 4-7 aminodcidos, o espacador tipico entre
os dois sitios de reconhecimento ¢ de 5-7 pb (Handel et al.
(2009) Mol. Ther. 17:104-111). Dado que, por exemplo, 235
aminodcidos separam o dominio de repeticdo de FokI nas
estruturas TALEN de BamHI aqui utilizadas, utilizou-se uma
variedade de comprimentos de espacador tanto para as
estruturas de BamHI como de SphI (6, 9, 12, 15 e 18 pb). Como
controlo positivo, utilizou-se uma nuclease de dedos de zinco
bem caracterizada com um dominio de ligacdo de ADN derivado
do factor de transcricdo de murganho 2Zif268 (Porteus e
Baltimore (2003) Science 300:763). Como controlos negativos,
os dominios de efector TAL fundiram-se com uma variante de
FokI inactiva sob o ponto de vista catalitico ou foram

ensaiados contra alvos nao-cognatos de ADN.

As células de tipo hapldide contendo quer plasmidos de

expressdo de TALEN ou plasmidos—alvo em 200 nplL de cultura,
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durante a noite, foram conjugadas em meio YPD, a 30 <¢C.
Passadas 4 horas, substituiu-se o meio YPD com 5 mL de médio
selectivo e incubou-se, durante a noite, a 30 ¢C. Fez-se a
lise das culturas conjugadas, adicionou-se o substrato ONPG e
fez-se a leitura da densidade éptica a 415 nm utilizando um
leitor de placas de 96 pocos (Townsend et al., supra).
Calculou-se o0s niveis de PB-galactosidase em funcdo da
velocidade de clivagem do substrato. Os resultados obtidos
com as estruturas-—-alvo relatoras, que tinham um espacador de
15 pb a separar os dois sitios de reconhecimento estéao
ilustrados na figura 22B. Todas as estruturas de expressao de
nucleases derivadas do fragmento SphI, que codificou
principalmente a matriz de repeticdo falharam em exibir a sua
actividade, indicando que as sequéncias de aminodcidos, para
além daquelas que estdo na matriz de repeticgao sao
necessarias para a funcdo (figura 22B). Observou-se contudo
uma actividade robusta tanto para as TALEN de AvrBs3 como de
PthXol derivadas do fragmento  BamHI (figura 22B). A
actividade de TALEN de PthXol aproximou-se do controlo
positivo de NDZ. A actividade exige que o dominio funcional
FokI seja especifico para o alvo de ADN reconhecido por uma

dada TALEN.

As experiéncias também levaram ao ensaio de varias
disténcias entre os sitios de ligacdo do efector TAL
(variantes com um comprimento de 11 e entre 12 e 30 pb), de
modo a identificar os comprimentos dos espacadores que
permitem que FokI dimerize mais eficazmente (figura 28A7).
Ambas as enzimas demostraram dois comprimentos de espacadores
6ptimos — um a 15 pb e o outro quer com 21 pb (AvrBs3) ou 24
pb (PthXol). Para PthXol, observou-se uma actividade para
todos os comprimentos de espacadores ensaiados de 13 pb ou

mais longos. Alguns comprimentos de espagadores para AvrBs3

108



ndao mostraram actividade, sugerindo contudo que o comprimento

do espacador é critico para certas TALEN.

As experiéncias anteriores de ensaio da actividade de
TALEN homodiméricas, que se ligam a duas sequéncias idénticas
de reconhecimento colocadas em oposicdo a cada um dos lados
do espacador. Uma vez que esses gsitios palindrdémicos
provavelmente ocorrem naturalmente em alvos gendmicos,
realizaram-se as experiéncias para ensaiar se as TALEN podiam
funcionar como heterodimeros. Os sitios de reconhecimento de
AvrBs3 e PthXol foram colocados numa orientacdo da cabeca
para a cauda em ambos os lados de um espacador de 15 pb. A
actividade das TALEN AvrBs3 e PthXol individualmente e de
721f268 nos seus alvos respectivos foi medida como controlos.
Como controlo negativo, ensaiou-se uma cultura de levedura
apenas com um plasmido do sitio-alvo para o sitio
heterodimérico para avaliar a actividade de lacZz. A
actividade resultante da TALEN heterodimérica aproximou-se da
média das actividades observadas com duas enzimas

homodiméricas (figura 28B).

Para ensaiar se os dominios de repeticdo podem ser
unidos as TALEN-alvo com sequéncias cromossoémicas
arbitrdrias, escolheram-se dois genes que foram previamente
recombinados para a mutagénese com NDZ - ADHI para
Arabidopsis e gridlock de peixe-zebra (Foley et al. (2009)
PLoS One 4:e4348; e Zhang et al., supra). Realizou-se uma
pesquisa para sequéncias de 12-13 pb nas regides de
codificacdo, dgque eram precedidas por um T de 5’ e uma
composigdo de nucledétidos semelhante a dos sitios de ligacgéo
dos efectores TAL identificados por Moscou e Bogdanove
(supra). Em ADHI e gridlock, esses sitios ocorreram, em
média, em 7-9 pb. Seleccionara-se quatro sitios de 12 pb em

ADHI1 (nas posicdes 360, 408, 928 e 975 da sequéncia
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cromossdémica de genes) e um sitio de 13 pb em gridliock (na
posicdo 2.356 da sequéncia cromossdémica de genes; figura
294) . Os dominios de repeticdo do efector TAL foram
preparados de modo a reconhecer estes alvos, utilizando os
DVR mais abundantes dos efectores de TAL naturais (NI para A4,
HD para C, NN para G e NG para T). Para preparar TALEN
customizadas, sintetizaram-se repetigdes com estes DVR
individualmente e juntaram-se em médulos de uma, duas ou trés
repeticbes, tal como descrito nos exemplos 4 e 5. Estes
médulos foram ligados sequencialmente num derivado do gene
Tallc (Moscou e Bogdanove, supra) a partir do qual as
repeticdes originais tinham sido eliminadas e fragmentos de
BamHI a partir destes efectores TAL tratados por engenharia,
que se fundiram com as sequéncias que codificam o dominio
catalitico de FokI em pFz85 (figura 25). Criaram-se cinco
TALEN customizadas recombinadas com ADHI de Arabidopsis e o

gene gridlock do peixe-zebra.

Fez-se o ensaio das TALEN customizadas resultantes num
ensaio de levedura como TALEN homodiméricas (o sitio de
ligacdo do ADN idénticos estava duplicado numa orientacgédo
inversa em cada um dos lados de um espacador com 16-18 pb),
embora se tenha notado que as TALEN heterodiméricas ndo devem
ser construidas de forma a clivarem directamente alvos de ADN
de ocorréncia natural. Escolheram-se os comprimentos dos
espacadores com base na distdncia mais préxima 15 pb da
extremidade 3’ do sitio candidato da vizinhanca préxima (e
oposta). Utilizaram-se espacadores de 16 pb para ADHI-360-12,
ADHI-408-12r e espacadores de 18 pb para ADHI-928-12, ADHI-
975-12r e gridlock-2356-13r. O ensaio de levedura foi

realizado tal como se descreveu antes.

Observou-se uma actividade robusta da nuclease para as

TALEN de ADHI-360-12 e gridlock-2356-13r (figura 29B). A
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TALEN de ADHI-928-12 tinha uma actividade modesta que, apesar
de tudo, ndo era insignificante acima dos controlos
negativos. Para cada TALEN gque deu resultados positivos, a
actividade da nuclease era especifica do alvo cognato. Estes
resultados indicam que se podem criar novas TALEN funcionais

juntando dominios de repeticdo customizados.

Exemplo 7 - Alvos de ocorréncia natural e pares de efectores

TAL mostram desvios globais e posicionais na composicao de

nucledtidos e de DVR

Os alvos de 20 pares de Dbases e os efectores TAL
analisados por Moscou e Bogdanove (supra) foram avaliados
para os desvios da composicdo global e para os efeitos
posicionais em nucledtidos ou frequéncias de DVR. Observou-se
que estes sitios (em hélices positivas) eram geralmente ricos
em A e C e pobres em G. a percentagem média de A foi de 31 +
16 % (desvio-padrdo de 1). A percentagem média de C foi de 37
+ 13 %. A percentagem média de G foi de 9 + 8 % e a
percentagem média de T foi de 22 + 10 %. Dado gue 0s
alinhamentos variam nos comprimentos, a andlise dos efeitos
posicionais foi restringida a cinco posicdes em cada
extremidade. Surpreendentemente, os desvios nas sequéncias-
alvo foram evidentes para A e contra T nas posicbes 1 e 3 e
para T na posicao N e, possivelmente, 2. G foi
particularmente raro na posigcdo N-1. ©Este desvio foi
reflectido pelos DVR que se emparelham nos efectores, sendo
NI o mais comum nas posigdes 1 e 3, nédo existindo NG na
posicéo 1, praticamente todos os NG na posicdao N e raramente

NN na posigdo N-1 (figura 30).
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Exemplo 8 - Processo e reagentes para a Jjungao e a clonagem

rapida de matrizes de repeticdo de efectores TAL customizadas

O processo de clonagem Golden Gate [Engler et al.
(2008), supra; e Engler et al. (2009), supra]l] utiliza a
capacidade das endonucleases de restricdo do tipo IIS (por
exemplo, Bsal) para cortar fora dos seus sitios de
reconhecimento, para criar extensbes customizadas para uma
ligacdo ordenada de fragmentos maltiplos de ADN, feita
simultaneamente. Utilizando este processo, pode fundir-se
varios fragmentos de ADN numa matriz, numa ordem especifica e
clond-los num vector-destino desejado, numa uUnica reaccédo

(figura 31).

Um processo e 0S reagentes para a jungao de matrizes de
codificacdo de repeticdes de efectores TAL customizadas foram
desenvolvidos com base no sistema Golden Gate. Quando os
sitios Bsal estdo posicionados em cada um dos lados da
sequéncia de codificacdo da repeticdo de efector TAL, a
clivagem 1liberta um fragmento de repeticdo flanqueado por
pendentes de 4 pb. Como o sitio de clivagem nédo é especifico
da sequéncia, por alternadncia, os clones de repeticido podem
ser libertados por uma certa ordem saliéncias complementares
(extremidades pegajosas), permitindo a juncdo ordenada de

matrizes de vadrias repeticdes.

Gerou-se uma biblioteca de 58 plasmidos (figuras 32A e
32B) para permitir a juncdo simultdnea de até 10 unidades de
repeticdo em “sub-matrizes” seguido da juncdo simulténea de
uma, duas ou trés destas sub-matrizes em conjunto com uma
repeticdo final truncada numa matriz completa customizada.
Dez conjuntos alternados de quatro fragmentos, em que cada
fragmento estd num conjunto gue codifica um mdédulo de

repeticédo com um DVR, diferente dos quatro DVR mais comuns,
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HD, NG, NI e NN, foram sintetizados e clonados num vector
comportando o gene de resisténcia a tetraciclina, para um
total de 40 plasmidos. Sintetizam-se mais quatro fragmentos
que codificaram a repeticdo do efector TAL truncado de
terminal de 20 aminodcidos, codificando cada fragmento um
diferente dos quatro DVR mais comuns e clonaram-se num vector
diferente comportando 0 gene de resisténcia a
espectinomicina, para se obter quatro plasmidos, designados
como “plasmidos da ultima repeticdo” (figura 32A7). Todos os
fragmentos nos conjuntos alternados sdo flanqueados por
sitios de Bsal no vector, de modo que a clivagem com Bsal
liberta os fragmentos com diferentes extremidades pegajosas
que permitem a jungdo na ordem apropriada; isto &, a
saliéncia na extremidade 3’ de um fragmento para o mdédulo de
repeticéo 1 é complementada apenas na saliéncia da
extremidade 5’ do fragmento para o mdédulo de repeticdo 2, a
saliéncia na extremidade 3’ do médulo de repeticdo 2 &
complementada apenas na saliéncia da extremidade 5’ do mdédulo
de repeticdo 3 e etc.. Os fragmentos nos uUltimos plasmidos de
repeticdo estdo flanqueados por sitios para uma endonuclease
de restricdo diferente do tipo 1IIS, FEsp3l. Prepararam-se
catorze plasmidos adicionais, que se descrevem a seguir, como
vectores de destino para receber sub-matrizes que @se

juntaram.

O primeiro wvector de destino, o plasmido pFUS_A foi
construido para receber a primeira sub-matriz de 10
repeticdes para serem associadas numa matriz final de 21
repeticdes ou menos (contando a repeticdao final truncada).
Construiu-se pFUS_A de tal modo gque a clivagem por Bsal cria
uma saliéncia num lado complementar a saliéncia na
extremidade 5’ do primeiro médulo de repeticdo e uma
saliéncia no outro lado complementar a saliéncia na

extremidade 3’ do 102 médulo de repeticdo. Para receber uma
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sub-matriz de 10 ou menos repeticdes para serem juntas nessa
matriz final, construiram-se plasmido do vector de destino
pFUS_B1, pFUS_B2, ©pFUS_B3, pFUS_B4, ©pFUS_B5, pFUS_BG,
PFUS_B7, pFUS_B8, pFUS_B9 e pFUS_B10 que, quando clivados por
Bsal tinham saliéncias respectivamente complementares a
saliéncia da extremidade 5’ do primeiro méddulo de repeticao e
a extremidade 3’ do médulo de repeticdo para a correspondente
posicao numerada (por exemplo, saliéncia de pFUS_B6 para a
extremidade 3’ da sub-matriz emparelha com a saliéncia dos
quatro fragmentos de méddulos de repeticdo para a posicdo 6).
As matrizes clonadas nas séries de pFUS_A e de pFUS_B dos
plasmidos sdo flangqueadas pelos sitios Esp3I no vector e,
quando libertadas por digestdo com Esp3I as matrizes tém
saliéncias complementares Unicas que lhes permitem ligar-se
numa certa ordem com um fragmento de repeticdo final
truncado, no vector de destino pTAL, que codifica uma TALEN a
que falta a regidao de repeticao. Construiu-se pTAL de tal
maneira que a clivagem com Esp3I permite a insercdo da matriz
de repeticdo na localizagédo correcta e na orientacao
correcta, em virtude de uma saliéncia numa extremidade que é
complementar da saliéncia na extremidade 5’ da primeira sub-
matriz de dez repetigdes e uma saliéncia na outra extremidade
complementar com a saliéncia na extremidade 3’ do fragmento

de repeticdo final truncado (figura 33).

Os plasmidos finais dos dois vectores de destino
PFUS_A30A e pFUS_A30B foram construidos para receber a
primeira e a segunda sub-matrizes de dez repeticdes para
serem unidas numa matriz final de 22-31 repeticdes.
Construiu-se pFUS_A30A e pFUS_A30B de tal modo que a digestéao
com Esp3I liberta as matrizes com as saliéncias
complementares apropriadas, de tal modo que as matrizes podem
ser ligadas por ordem com uma terceira matriz a partir de um

vector pFUS_B e um fragmento de repeticédo final truncada a
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partir de um tltimo plasmido de repeticdo, libertado do mesmo

modo por digestdo com Esp3l em pTAL (figura 32).

Todos os vectores de destino tinham o gene lacZ clonado
entre os sitios de endonuclease de restricdo do tipo IIS,
permitindo um rastreio a azul e branco para os recombinantes.
Exceptuando pTAL, que comportam o gene de resisténcia a
ampicilina, todos os vectores de destino comportam um gene de

resisténcia a espectinomicina.

Para construir rapidamente uma repeticdo de um efector
TAL customizado utilizando estes reagentes, estabeleceu-se o
processo gque se segue. Numa primeira etapa, os plasmidos dos
médulos de DVR individuais, apropriados, para as sub-matrizes
necessarias de dez ou manos repetigdes, sdo misturados em
conjunto com o vector de destino apropriado num tubo.
Adicionou-se ligase de ADN T4 e endonuclease Bsal e faz-se
uma incubacdo da mistura reaccional numa maquina de RCP,
durante 10 ciclos de 5 minutos, a 37 °¢C e 10 minutos, a 16
°C, as respectivas temperaturas Optimas para as duas enzimas.
A mistura reaccional é entdo tratada com a nuclease PLASMID-
SAFE™ para hidrolisar todos os fragmentos lineares de ADNhd,
de modo a prevenir a clonagem de matrizes incompletas mais
curtas por recombinacdo in vivo e depois utilizou-se a
mistura para transformar quimicamente as células apropriadas
de E. coli. O0Os plasmidos recombinantes resultantes sao
isolados e confirmou-se as estruturas correctas. Depois, numa
segunda etapa, o0s plasmidos confirmados da primeira etapa
misturou-se com o0s plasmidos apropriados da uUltima repeticédo
e pPTAL e realiza-se um ciclo de reacgcdo de digestao e
ligacao, tal como na primeira etapa. Finalmente, os produtos
da reaccdo sao introduzidos em E. coli e a estrutura final da

matriz, de comprimento completo, ¢ isolada e confirmada. O
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protocolo pode ser completado por um especialista dentro de

um periodo de uma semana.

As estruturas de expressao para as TALEN 85, 102 e 117
no quadro 4A, assim como as TALEN HPRT-3254-17 e HPRT-3286-
20r, descritas a seguir no exemplo 14, foram feitas

utilizando um processo e reagentes descritos neste exemplo.

Subclonaram-se as matrizes de repeticdo clonadas em pTAL
facilmente noutros contextos de genes efectores de TAL
utilizando 0s sitios de endonucleases de restricéao

conservados de Sphl que flangueiam a regido de repeticéao.

Exemplo 9 - 0s dos de TALEN customizada mostra um suporte

inicial para as “regras” e correlagdo entre numeros de DVR e

a actividade

0O exemplo 6 descreve experiéncias que levaram a
engenharia do dominio de ligacdo de ADN de TALEN, de tal modo
que pode reconhecer sequéncias Uunicas de ADN. Tal como
descrito, estas TALEN customizadas reconheceram sitios no
ADHI de Arabidopsis e nos genes gridlock de peixe-zebra.
Outros dominios de 1ligacdo do ADN do efector de TAL
customizado foram tratados por engenharia para reconhecer nao
sé sitios nestes genes mas também no gene TT4 de Arabidopsis
e telomerase do peixe-zebra (Foley et al., supra; e Zhang et
al., supra). Estas TALEN customizadas foram feitas utilizando
0s processos descritos nos exemplos 3, 4 e 8. Na engenharia
das TALEN customizadas, as distorgdes da composicdo e
posicionais observadas foram adoptadas como principios de
concepcado ou “regras”. Primeiro, uma pesquisa conduziu a
sequéncias das regides de codificacdo que eram precedidas por
um T de 5’ e pelo menos 15 pb de comprimento e que tinham uma

composicdo de nucledtidos consistente com as médias referidas
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antes. Especificamente, apenas os sitios com 0-63 % de A, 11-
63 5 de C, 0-25 % de G e 2-42 % de T foram seleccionados. Em
médios, esses sitios ocorreram para cada 7-9 pb.
Seleccionaram-se entdo os sitios que estavam conforme com o0s
desvios posicionais observados descritos antes. A partir
deste conjunto, identificaram-se dois pares de sitios de
ligagcdo em cada gene que tinham 15-19 pb de comprimento e
estavam separados por 15-18 pb, de tal modo que a ligacado das
TALEN tratadas por engenharia iriam permitir que FokI
dimerizasse. Os processos de juncao modular (exemplos 3 e 4)

geraram estruturas de comprimento parcial.

No total, 21 TALEN intermédias e de comprimento completo
concebidas para atingir 16 sequéncias de nucledtidos, cada
uma com uma matriz de nove repeticgdes ou mais. As sequéncias
de aminodcidos destas TALEN estdo indicadas nas figuras 34A-
34U (SEQ ID N¢. 35-55). Estas 21 TALEN foram ensaiadas quanto
a sua capacidade para clivar ADN utilizando o ensaio de
levedura descrito nos exemplos 2 e 6. 0Os dados da actividade

estdo i1lustrados na figura 35 e resumidos no quadro 4A.

Alguns das TALEN intermédias, de comprimento parcial,
correspondem a alvos que guebram as regras da composicado dos
nucledétidos e do terminal T. 0O quadro 4A mostra o
comprimento, a conformidade com estas duas regras e a
actividade relativa com a de NDZ268 para cada TALEN. Os
resultados revelam uma tendéncia geral que aumentando o
comprimento da matriz de DVR aumenta a actividade da TALEN
resultante. Isto sugere que hd um numero minimo de DVR que é
necessario antes de um alvo de ADN poder ser reconhecido in
vivo. Além disso, a conformidade com as regras parece ser
importante. Uma das seis TALEN ndo exibiu actividade
detectédvel, duas violaram a regra da composicdo do alvo, duas

ndo terminaram em NG e a outra quebrou ambas as regras (uma
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obedeceu a ambas as regras). Trés das oito TALEN com
actividade inferior a 25 % de NDZ268 violaram uma das regras
e uma das quatro TALEN com actividade 25-50 % de NDZ268 néao
tinha uma sequéncia de DVR terminando em NG. Notou-se que as
TALEN com actividade de 50 % ou mais do que NDZ268 obedeciam
a todas as regras e para as TALEN com o mesmo comprimento,
aquelas que qguebravam as regras gJgeralmente tinham menos
actividade do que as matrizes obedientes. A consistente com a
tendéncia geral no gue respeita ao comprimento, mesmo para
produtos intermédios que nao quebram as regras, as
correspondentes TALEN de comprimento completo tinha uma
actividade mais elevada (quadro 4A e figura 35). A variacéo
do comprimento do espacgador, devido as diferencas do
comprimento da TALEN no mesmo alvo pode ter contribuido para
esta observacgéao, mas tolera-se algum intervalo de

comprimentos do espacador (Christian et al., supra).

Foram evidentes algumas complexidades dos dados. Por
exemplo, a actividade variou entre TALEN obedientes do mesmo
comprimento, algumas matrizes curtas tinham uma actividade
altamente moderada e algumas matrizes longas gue eram
obedientes tinham pouca ou nenhuma actividade (quadro 4B).
Apesar disso, os resultados deram suporte as conclusdes de
que 1) geralmente um numero maior de repetigdes resulta numa
maior actividade e 2) a conformidade com as regras de
distorcdo da composicdo e posicionais s&o importantes no que
respeita a actividade. Por 1isso, derivaram-se o0s seguintes

principios de concepcgéao.

— Os sitios de ligacédo do efector TAL sdo concebidos de
modo a terem o minimo 15 bases de comprimento e
estarem orientados de 5’ para 3’ com um T a preceder

imediatamente o sitio na extremidade 5’, e.
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Um sitio ndo pode ter um T na primeira posicdo (57)

ou um A na segunda posicéao.

Um sitio deve terminar em T (3’) e pode ndo ter um G

na posicdo a seguir a ultima posicgéao.

A composicdo de base do sitio deve estar dentro dos
intervalos especificados (média + dois desvios-
padrdo): 0-63 %de A, 11-63 % de C, 0-25 % de G e 2-42

% de T.

Quadro 4A

Actividade, conformidade com as regras e comprimento das TALEN ensaiadas

em ensaios de levedura

Gene

Nomes de Christian % de | Extr. |Sequéncia de
TALEN DVR |Activid.
et al. (supra) GATC | em NG DVR!

HD NN NN NG

telomerase| 124 9 - N Y NG NG NN HD

NG

gridlock

NI HD HD HD
105 10 + N N HD NG HD NG

HD HD

ADH1

NI NG HD NI
58 |ADH1-360-12 12 ++ Y N NI NN NI NG

NG HD NG HD

ADH1

HD HD HD NI
63 |ADH1-408-12r 12 - Y N NN NI NI NN

NG NI NI NI

ADH1

HD HD NN NN
68 |ADH1-928-12 12 + Y Y NI NG NN HD
NG HD HD NG

ADH1

NI NN NI HD
73 |ADH1-975-12r 12 - N N NI NI NI HD
HD NI HD NI

TT4

NN NN HD NI
89 12 - Y N HD NG NN HD
NG NI NI HD
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Quadro 4A

Actividade,

em ensaios de levedura

conformidade com as regras e comprimento das TALEN ensaiadas

Gene

TALEN

Nomes de Christian

et al. (supra)

DVR

Activid.

% de
GATC

Extr.

em NG

Sequéncia de

DVR!

gridlock

106

gridlock-2356-13r

13

++

NI
HD
HD
NG

HD
NG
HD

HD
HD

NN

HD
NG
HD

ADH1

64

15

HD
NN
NG
HD

HD

NI

NI

NI

HD
NI
NI

NG

NI
NN

NI

ADH1

69

15

+++

ND
NI
NG
HD

ND

NG

HD
NG

NN

NN

HD
NG

NN
HD
NG

ADH1

74

15

++

NI

NI

HD

NI

NN

NI

NI

HD

NI

NI

HD

NG

HD
HD

NI

TT4

90

15

NN
HD
NG

HD

NN
NG
NI

HD

HD

NN

NI

NG

NI

HD

HD

telomerase

121

15

HD
NG
HD

NI

NG
HD
NI

NG

NG

HD

NG
NG

NN
NN

NN

telomerase

126

15

HD
NG
NG
NN

NN

NG

NI
NG

NN

NN

NG
NG

NG
HD

HD

gridlock

107

16

+Ht+

NI
HD
HD
NG

HD

NG

HD
NG

HD

HD

NN

HD
NG
HD

HD NG

gridlock

117

16

++

HD

NN

HD

NI

HD

NI

NN

NN
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Quadro 4A

Actividade,

conformidade com as regras e comprimento das TALEN ensaiadas

em ensaios de levedura

Nomes de Christian

Gene

TALEN

et al.

(supra)

DVR

% de

Activid.

GATC

Extr.

em NG

Sequéncia de

DVR!

HD

HD

HD NN NI

NN HD NG

telomerase

131

NI
HD
16 + Y Y
HD

HD

NG NG HD
HD HD NI
NN NI NN

NG HD NG

telomerase

136

17

NI
NI
NI
NN
NG

NN

NN

NN

NI

NI
NN
NG
NN

HD

NI

NN

HD

ADH1

60

18

+HtH+

NI
NI
NG
NG
HD

NG
NN
HD
NG

NG

HD
NI
NG
HD

NI
HG
HD
NI

TT4

85

18

NI
HD
NG
NN
NI

HD
NN
NN
HD
NG

NG
HD
NI

NI

HD

HD

NI

HD

gridlock

102

18

NN
HD
NG
NI
HD

NN

NI

NI

HD

NI

HD

HD

HD

NN

NG
HD
NI
NI

1

As

invertidas das

sequéncias—-alvo ensaiadas

consistem em repeticdes

correspondentes

correspondem,

sequéncias

respectivamente,

de

a C,

T,

nucledtidos,

A e G,

em que HD, NG, NI e NN

separadas por uma sequéncia

espacadora de 16-18 pb.

Quadro 4B

Excerto do quadro 4A,

ordenado pelo nivel de actividade
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DVR | Actividade % de GATC Extremidades em NG
9 - n y
12 - y n
12 - n n
12 - y n
15 - y y
15 - n y
10 + n n
12 + y y
15 + y y
15 + y y
16 + Y Yy
17 + n \
18 + y y
18 + y n
12 ++ y n
13 ++ y y
15 ++ Y Yy
16 ++ y y
15 +4+ y y
16 +++4 % y
18 +++++ y y

Exemplo 10 - Pares de TALEN heterodiméricas que clivam as

suas pretendidas sequéncias—-alvo de ocorréncia natural num

ensaio de leveduras

Os dados nos exemplos 2, 6 e 9 demonstram que as TALEN
customizadas podem ser tratadas por engenharia para
reconhecer novas sequéncias—-alvo de ADN. Os dados da
actividade de levedura para as TALEN customizadas foram

reunidos utilizando mondémeros individuais de TALEN, que
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reconheceram um sitio—-alvo homodimérico. Isto €, a sequéncia-
alvo da TALEN foi duplicada numa orientacgdo inversa do outro
lado de um espacador de 15-18 pb. A clivagem das seguéncias
cromossémicas enddgenas, contudo, geralmente ird exigir que
duas TALEN customizadas diferentes reconhecam duas sequéncias
diferentes em cada um dos lados de um espacador. Tal como
descrito no exemplo 6, esta capacidade foi demonstrada para
as TALEN de AvrBs3 e PthXol em conjunto com um sitio-alvo
polimérico correspondente, num ensaio de levedura. Os
requerentes analisaram se duas TALEN diferentes customizadas
podiam reconhecer e clivar uma sequéncia de ADN de ocorréncia
natural. Utilizando o ensaio da levedura descrito no exemplo
2, as TALEN customizadas, concebidas para clivar duas
sequéncias-alvo diferentes no gene ADH]1 de Arabidopsis foram
ensaiadas quanto a sua actividade nestes alvos. As sequéncias
de ADN dos sitios—-alvo e as correspondentes TALEN estéo
ilustradas na figura 36A. As sequéncias de aminodcidos das
TALEN estdo i1ndicadas na figura 34. A actividade de (-
galactosidase obtida no ensaio de levedura estd desenhada num
grafico ilustrado na figura 36B. A actividade das TALEN na
sua sequéncia-alvo de ocorréncia natural estava
significativamente acima dos controlos negativos, 1indicando
que as TALEN podem ser tratadas por engenharia para

reconhecer e clivar as sequéncias-alvo de ADN enddgeno.

Exemplo 11 - As TALEN clivam genes naturais em Arabidopsis e

introduzem mutacdes por Jjuncdo da extremidade imprecisa e

ndo-homéloga

Um dos pares activos de ADHI de Arabidopsis foi ensaiada
para determinar se se pode ligar, clivar e mutar ADN
cromossdémico. Cada uma das TALEN individuais de ADHI dque
compreendia este par (pTALEN 69 e 74) foi clonada num vector

de expressdao de plantas pFZ14, que coloca as TALEN sob o
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controlo de um promotor constitutivo 35S (Zhang et al.,
supra). As estruturas resultantes foram entdo introduzidas em
protoplastos de Arabidopsis por electroporacaoc. Passadas 48
horas, isolou-se o ADN gendmico e digeriu-se com Tthllll. Um
sitio de clivagem de Tthllll estd colocado na sequéncia
espacadora entre os dois sitios de reconhecimento de TALEN
(figura 37A). Seria de esperar gque a clivagem do ADN
cromossdémico pela TALEN introduzisse mutacdes por uma Jjuncgao
de extremidades imprecisas e nado-homdlogas (JENH) , que
resultaria num falhang¢o da clivagem por Tthllll. Um fragmento
de 375 pb que engloba o sitio de reconhecimento de TALEN foi
entdo amplificado por RCP. O produto da RCP foi digerido em
funcédo de Tthllll para eliminar a maior parte do ADN gendmico
remanescente que ndo tinha sido modificado por JENH mediada
por TALEN. Os produtos da digestdo sofreram entdo um ciclo em
gel de agarose. Observou-se um produto de RCP né&o clivado e
esses produtos de RCP né&o clivados sédo diagnédsticos para a
actividade de nuclease (neste caso a actividade de TALEN) na
sequéncia-alvo enddgena (Zzhang et al., supra). Clonou-se o
ADN nédo cortado e analisou-se por sequenciacdao de ADN. A
sequenciacdo de nove clones independentes revelou qgue seis
completavam mutac¢cdes 1introduzidas por JENH (figura 37B).
Assim, as TALEN clivam locais cromossdédmicos enddgenos e

introduzem quebras da hélice dupla de ADN e mutacgdes.

Exemplo 12 - Aumento da capacidade de recombinacédo

No nucleo do cédigo do ADN de efector TAL, os gquatro DVR
mais comuns tém, cada um, uma especificidade aparente de um-
para-um para os quatro nucledtidos, com base nas frequéncias
de associacao. Isto foi marcadamente assim para HD, NG e NI,
mas menos para NN (figura 1QC). NN associa-se mais
frequentemente com G, mas gquase sempre com A e algumas vezes

com C ou T. Para um efector TAL reunido aleatoriamente com NN
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em quatro localizagdes numa sequéncia de 13 DVR, com G em
todas as posicdes correspondentes num alvo artificial
originou a melhor actividade (Boch et al. (2009) Science
326:1509-1512) . A reduziu mas ndo aboliu a actividade e C e T
eliminaram a actividade detectédvel. Observou-se uma drastica
perda de actividade quanto C, T ou A foram substituidos por G
justamente na primeira posicdo no sitio de ligacdo para os 24
efectores de DVR PthXol, que é um NN (Romer et al. (2010) New
Phytol. 187:1048-1057). Isto estava, contudo, em contraste
com a observacgao de que o AvrHahl muito mais curto (14 DVR)
comeca com um NN que alinha com A e o efector PthXo6 de 23
DVR, que tem trés NN numa fila nas posicdes 4-6 que alinham
cada uma com A, em que ainda ambas estas proteinas séo
altamente activas (ver, Schornack et al. (2008) New Phytol.
179:546-556; e Romer et al., supra). Assim, a especificidade
de NN para G parece ser geralmente fraca e pode variar com O

contexto.

A invariéncia observada da timida que precede
imediatamente os sitios-alvo do efector TAL € um requisito
para varios efectores [Boch et al., supra;, Romer et al.,
supra; e Romer et al. (2009) Plant Physiol. 150:1697-1712]1. A
sequéncia de aminocdcidos que precede imediatamente a regido
de repeticdo em efectores TAL, que estd altamente conservada
(figura 38A), partilha uma semelhanca significativa com a
repetigdo, tanto em sequéncias de aminodcidos como na
prevista estrutura secunddria (figura 38B e Bodganove et al.
(2010) Curr. Opin. Plant Biol. 13:394-401). PO6s-se a hipdtese
de que esta sequéncia, designada por repeticdo de “ordem 07,
¢ a base para o requisito de T na posicdo -1 do sitio de
ligacdo e que os residuos na posicdo andloga de DVR (figura
38B) especificam o nucledétido.

Com base nestas observacdes, pds-se a hipdtese de qgue

incorporando repeticdes com uma elevada especificidade para G
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e relaxando o requisito para T na posicado -1, a capacidade de
recombinacdo para proteinas de efectores TAL tratadas por
engenharia pode ser aumentada. As experiéncias foram
iniciadas para ensaiar novos e raros DVR quanto a uma
especificidade mais robusta para G do gque a que exibe NN e
para substituir os residuos andlogos de DVR da repeticdo de

ordem 0 por DVR comuns.

Novos e raros DVR para uma especificidade robusta para
G: Os mdédulos descritos antes (ver, por exemplo, exemplo 4)
utilizaram quatro DVR particulares (NI, HD, NN e NG) para
especificar a ligacdo as quatro bases de nucledétidos (A, C, G
e T, respectivamente). As repetig¢des que continham outros DVR
também  podiam ser uteis e podem  ter aumentado a
especificidade e/ou a afinidade para as quatro Dbases em
comparagao com NI, HD, NN e NG. Para aumentar a
especificidade para G, preparam-se varias repeticdes qgue
codificam DVR novas e raras. As DVR raras NK, HN e NA
associadas com G, sugeriram que N pode ser importante como um
dos outros residuos (figura 1C). Assim, construiu-se um vasto
conjunto de derivados que codificam repeticbes com DVR
ilustrados no quadro 5. A coluna da esquerda lista os DVR que
tém um aminodcido polar (R, K, D, E, Q, H, S, T ou Y) na
posicdo 12 e N na posicao 13. As clonas da direita listam as
combinagdes de N na primeira posigcao com qualgquer um dos
outros 17 aminoacidos (G, L, V, R, K, b, E, Q, H, T, M, C, P,
Y, W ou F) na segunda posicdo do DVR. Para ter em conta a
possibilidade de uma maior especificidade sem N, também se
prepararam repeticdes com um aminodcido polar (R, K, D, E, Q,
H, S, T ou Y) na posicdo 12, um intervalo (*) na posicédo 13

(coluna do meio).

Ensaiaram-se novos DVR artificiais quanto a funcdo num

ensaio gquantitativo a base de um gene repdrter para avaliar a
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actividade da activacao transcricional de efectores TAL, tais
como GUS ou a base de um repdrter duplo de luciferase, um
ensaio de expressdo transitdéria mediado por Agrobacterium em
Nicotiana benthamiana ou no ensaio de TALEN a base do
repdrter lacZ em Saccharomyces cerevisiae, descrito antes
(ver, por exemplo, exemplo 2) Incorporam-se os mdédulos de
repeticdo contendo os DVR que vao ser analisados num efector
TAL ou numa TALEN com niveis mensurdveis e de sub-saturacéo
de actividade e ensaiam-se as proteinas resultantes para
avaliar as diferencas na actividade de um conjunto de alvos
de ADN com permutacdes integradas dos quatro nucledtidos nas
posicbes correspondentes. Em particular, comecando com as
variantes de PthXol minimamente activas em in planta e
ensaios de leveduras e respostas a desemparelhamentos em trés
repeticdes adicionadas, ensaiam-se as TALEN contendo cada uma
das novas e raras repeticdes (em Aarvores homoméricas), 1in
vivo, em funcdo de alvos com G em cada uma das posicdes
correspondentes. Para aquelas em que se verificou uma
actividade aumentada, repetiram-se o0s ensaios com alvos
permutados com outros nucledtidos nessas posigdes para

acertar a especificidade.

Quadro 5. DVR a serem ensaiados®

Polar + N Polar>* N + todos

RN R* NG NH
KN K* NA NT
DN D* NL NM
EN E* NV NC
ON Q* NR NP
HN H* NK NY
SN S* ND NW
TN T* NE NF
YN Y* NQ
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Quadro 5. DVR a serem ensaiados?

Polar + N Polar* N + todos

a

Sdo conhecidas as frequéncias de associacéo
dos N*, NG e NS. Um, asterisco representa um
intervalo correspondente a 228 posicdo no DVR
(isto &, a 13" posicdo da sequéncia de consenso

da repeticgao).

Substituigbes comuns de DVR em posic¢cdes analogas de DVR,
da repeticdo de ordem (0, para diminuir a especificidade de T
na posigcdo -1: As previsbes de estruturas secundidrias e o
alinhamento das sequéncias de repeticdo de ordem 0 e das
sequéncias de consenso da repeticao, sugeriram que as
posicdes ocupadas por KR* (o asterisco indica um intervalo),
na posigédo de ordem 0, eram andlogas as do DVR e, por isso,
foram os residuos que especificaram T em -1. As variantes de
PthXol com substituicdes de HD, NG, NI e NN para KR e,
separadamente, para R* foram produzidas numa “estrutura” de
Tallc descrita antes. As actividades destas variantes foram
comparadas com o efector de tipo selvagem em ensaios 1in
planta e em leveduras, utilizando alvos com nucledtidos
correspondentes na posicdo -1, nomeadamente, C, T, A e G,
respectivamente. Prepararam-se variantes adicionais de PthXol
que tinham S, o residuo na posicdo 11 da sequéncia de
consenso da repeticdo, substituido por K na posicdo 11 da
repeticdo de ordem 0. E prepararam-se outras variantes que
tinham esta substituicdo combinada com uma substituicdo de K,
o residuo na posicdo 16 da sequéncia de consenso da
repeticdo, para V na posicdo 15 da repeticdao de ordem O
(quadro 6). Pode-se uma caixa TATA proximal para a actividade
do efector TAL. Além disso, PthXol ¢é 0til para esta
experiéncia porque, ao contrario de AvrBs3, para o qual o T

em -1 parece fazer parte da caixa TATA, a caixa TATA mais
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préxima do sitio de ligacdo de PthXol estd 46 pb a Jjusante e

ndo seria perturbada pelas modificacdes em -1.

Se as modificacdes anteriores nao resultarem numa maior
recombinacdao para G ou no aumento da capacidade para atingir
sequéncias precedidas por nucledétidos diferentes de T, entéo
fazem-se ensaios de um conjunto mais compreensivo de DVR
artificiais para avaliar a especificidade de G e
substituicdes diferentes das dos DVR comuns, para a repeticéo

de ordem O.
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Quadro 6. +s-rifuras da repetigdc de order  preparadss e ensziacas querto & esoecificiczde cera = recomc’regdo

cen B, €, Goon T ora oosigh

R

Sequéncias de repeticdo naturais de

ordem ( (especifica T en -1)

Especificagdo da

substituigo de T

Especificacdo da

substituigdo de A

Especificagdo da

substituigdo de C

Especificacdo da

substituigdo de 6

. KIAKRGGY. .. .. JIA"NGGGYV. .. . KIANIGGY. .. (76 AR o .. KTA*NNGGY. .
o c o KIANGGGY. .. - KIASNIGGY. . (61 o " )

. KIAZRAGEY, ., (841

=
=
5
=
&
a3
=]

JKIARNIGGY. .. 8a

AARHDCEY. .

.. KIR"KRGGV. .

oo
ey

KIASNIGGEE. .. (3T

... KTASNNGCE. .. (33

Cs TVR cancidatos e gibstituides estdc

530 17 K2,

d

1esro. Oubras suostitiigdes oo wod ficactes estio sablintedas. Js astericos

reletivarente 2 sequércla de comserse dz repeticée,

ndicen

‘ntervale

130



Exemplo 13 - Novos DVR especificos de nucledétidos previstos

Observou-se que quando os DVR listados nos quadros 1A e
1B foram agrupados pelo segundo residuo de aminodcido no DVR
(isto é, o 132 na repeticdo total), houve uma correlacdo
quase perfeita desses aminodcidos com OS nucledétidos
especificados pelo DVR, independentemente do aminocdcido na
primeira posicdo do DVR (quadro 7). Assim, os DVR que
terminam num intervalo (indicado por um asterisco)
especificam C ou T ou T; os DVR que terminam num D
especificam C; os DVR gque terminam num G especificam T; e os
DVR que terminam em N especificam G ou A ou G. Também se
observou que os aminodcidos na posicdo 1 do DVR eram qualquer
um de H, I, N, S ou Y. Estas observacgdes sugeriram gque se
determina a especificidade do DVR pelo residuo na segunda
posicédo, independente de o residuo na primeira posicdo ser H,
I, N, S ou Y. Por isso, previram-se as especificidades para
vadrias DVR novos (isto €, ainda ndo observados) gue combinam
residuos observados na segunda posicdo com residuos H, I, S,
N ou Y na primeira posicao. Assim, previu-se que I*, S* e Y*
especificam C ou T ou T; ID previu-se que SD e YD especificam
C; previu-se que SG especifica T: e previu-se que IN e YN
especificam G ou A ou G. Embora houvesse um exemplo de um K
na segunda posicado, <com base na especificidade de NK

observada, previu-se que HK, IK, SK e YK especificam G.

Estes novos DVR foram analisados e comparados com DVR
existentes quanto a funcdo e a especificidade em ensaios
quantitativos do efector TAL e da actividade de TALEN, tal

como descrito nos exemplos 2 e 11.

Quadro 7!

DVR agrupados e rodeados pelo seu segundo residuo

1° Residuo 22 Residuo Nucleétido
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Quadro 7!

DVR agrupados e rodeados pelo seu segundo residuo
1° Residuo 2¢ Residuo Nucleétido

N * C oulT

H * T

H A C

N A G

H D C

N D C

H G T

I G T

N G T

Y G T

N I A

H I C

N K G

H N G

S N G ou A

N N G ou A"

N S A ou C ou G’
! Um asterisco indica um intervalo. Os grupos de DVR
com as mesmas especificidades estdo dentro de linhas
espessas.

Exemplo 14 - TALEN comuns clivam alvos enddgenos em células

de animais e introduzem mutacdes por juncao de extremidades

imprecisas ndo homdlogas

Para analisar se as TALEN podem ser utilizadas para a
mutagénese direccionada em células de animais, primeiro
avaliou-se a expressao dos efectores TAL AvrBs3, PthXol e

Tallc em células 293T de rim humano embriondrio (RHE).
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Eliminou-se o coddo de paragem dos genes qgue codificam
AvrBs3, PthXol e Tallc e subclonaram-se 0s genes no vector de
expressdo de mamifero pcADN3.2/V5-DEST (Invitrogen, Carlsbad,
CA) numa matriz, com a sequéncia a Jjusante desse wvector, dque
codifica o epitopo V5 para a imuno-deteccdo de proteinas. O
PCADN3.2/V5-DEST coloca o gene efector TAL sob o controlo do
promotor de citomegalovirus (CMV) humano constitutivo.
Transfectaram-se as células 297T de RHE utilizando
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) obtendo-se como resultado
individualmente plasmidos, passadas 24 horas, 1solou-se o
total das proteinas de cada lote de células transfectado e
submeteram-se a uma electroforese em gel de poliacrilamida,
andlise por “western blotting” e imuno-marcacdo utilizando um
anticorpo de murganho anti-V5. Detectaram-se as proteinas
marcadas com um conjugado de anticorpo de cabra anti-
murganho-perdxidase de rabano-silvestre, utilizando o estojo
de quimioluminescéncia SuperSignal Weat Pico Chemiluminescent
(ThermoScientific, 1Inc.). Confirmou-se a carga equivalente
por imuno-marcacdo e deteccdo de actina. Cada proteina do
efector TAL foi expressa de forma detectédvel sem degradacdo

aparente (figura 39).

Em seguida, concebeu-se um par de TALEN, tal como
descrito no exemplo 9, para recombinar uma sequéncia no gene
endbégeno humano HPRT e designou-se por HPRT-3254-17 e HPRT-
3286-20r (figura 40A e figura 40B). O plasmido pTALEN141, que
codifica HPRT-3254-17 e o plasmido pTALEN142, gque codifica
HPRT-3286-20r foram preparados utilizando o processo a base
de clonagem designado por Golden Gate, utilizando os
reagentes descritos no exemplo 8. 0Os genes de TALEN foram
entdo subclonados no vector de expressdao de mamifero
PCADN3.1(-) (Invitrogen, Inc.), que os coloca sob o controlo
do promotor constitutivo de CMV, originando os plasmidos

PTALEN141M e pTALEN142M. Depois, transfectaram-se células
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293T de RHE, tanto com pTALEN141M como com pTALEN142M, em
conjunto e separadamente com PpPcADN3.1(-), como controlo
negativo. Passadas 72 horas, isolou-se o ADN gendmico e
digeriu-se com as endonucleases de restricdo BbulOI. O sitio
de BbulOI existe dentro do espacador que separa o0s sitios de
ligacdo de HPRT-3254-17 e HPRT-3286-20r em HPRT (figura 41A).
No seguimento da digestdao com Bbul(OI, utilizou-se uma RCP
para amplificar um fragmento de 244 pb que se estendia no
sitio recombinado de TALEN a partir tanto de TALEN tratado
como das amostras de controlo. Amplificou-se o fragmento
esperado a partir de ambas as amostras, 1indicando que a
digestdo com BbulOI do ADN gendmico tinha sido incompleta. A
seqguir a digestdo dos produtos de RCP com BbulOI, contudo,
resultou uma clivam completa do produto amplificado a partir
das amostras de controlo, mas numa clivagem incompleta do
produto, a partir da amostra tratada com TALEN (figura 41B).
A presenca do produto de RCP resistente a clivagem na amostra
tratada com TALEN d& evidéncias de que o sitio enddgeno de
Bbul0I estava mutado in vivo, em resultado da reparacao
imperfeita por meio da juncdo de extremidades ndo homdlogas
de uma quebra de hélice dupla mediada por TALEN, no alvo
pretendido, em HPRT. Assim, as TALEN podem ser utilizadas

para mutagénese direccionada em células de mamiferos.

Lisboa, 15 de Janeiro de 2015.
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REIVINDICAGOES

Processo para modificar o material genético de uma

célula, caracterizado pelo facto de compreender:

(a) providenciar uma célula contendo uma
sequéncia-alvo de ADN; e

(b) introduzir na c¢élula um vector que codifica
uma endonuclease efectora semelhante a um activador
de transcricgcao (TAL), compreendendo a nuclease do

efector TAL:

(1) um dominio de endonuclease que pode
clivar ADN de hélice dupla, em que o dominio da
endonuclease é de uma endonuclease de restricéo
do tipo II e

(ii) um dominio de um efector TAL que
compreende varias sequéncias de repeticdo de
efectores TAL que, em combinacdo, se ligam a
uma sequéncia especifica de nucledétidos na

sequéncia-alvo de ADN,

de tal maneira qgque a endonuclease do efector TAL
cliva a sequéncia-alvo de ADN dentro ou préximo da
sequéncia de nucledétidos especifica na célula ou na

sua progenia.

Processo, de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado
pelo facto de compreender ainda providenciar a célula um
dcido nucleico contendo uma sequéncia homdloga pelo
menos a uma porcdo da sequéncia-alvo de ADN, de tal
forma que ocorra a recombinacdo homdéloga entre a

sequéncia-alvo de ADN e o acido nucleico.



Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou com a
reivindicagcdo 2, caracterizado pelo facto de a célula

ser uma célula de mamifero.

Processo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou com a
reivindicagdo 2, caracterizado pelo facto de a célula

ser uma célula de planta.

Processo, de acordo com uma qualquer das reivindicacodes
1 a 4, caracterizado pelo facto de a introducéo
compreender a transfeccdo da célula com um vector que

codifica a endonuclease do efector TAL.

Processo, de acordo com uma qualgquer das reivindicacdes
1 a 5, caracterizado pelo facto da endonuclease de

restricédo do tipo II ser FokI.

Processo, de acordo com uma qualguer das reivindicacdes
1 a 6, caracterizado pelo facto de o dominio do efector
TAL que se liga a uma sequéncia especifica de
nucledétidos dentro da sequéncia-alvo de ADN compreender
10 ou mais sequéncias de repeticdo do efector TAL, mais
preferencialmente, 15 ou mais sequéncias de repeticdo do

efector TAL.

Processo, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado
pelo facto de a ssquéncia de repetigioc do efector TAL

compreender um di-vesiduo varidvel de repeticic (DVR),

gque determina ¢ reconhecimente de um pary de Lases na

gaquénecia-alve  de  ADN, am gue cada a de
repeticdo do efector TAL & responsavel Delo

reconhecimente de um par de bases na seguéncia-alvoe de

ADN & em DVE compree: Um cu mais de:




nento de C;

HD para o reconhec

NG para o reconhecimento de T

recconhecimentoe de A;

NI para

C

NN para o reconhecimento de 3

Ty

NS para reconhecimentc de A;

]

HG para o reconhecimento de T;

TG para o reconhecimento de T;

NX para

Cr

HA para o recconhecimento de 3

ND para

]

reconhecimente de C;
HI para o reconhecimento de
HN parz o reconhecimento de G; e

NA para o reconhecimentce de G,

9. Processo para gerar um acido nucleico gue codific uma
endonuclease de wIn TAL, Processo esse
caracterizado pelo factc de compreendsz:

fay & ddentificacio de uma primsira seguéncia
unica de nucledtidos no genoma de uma célula; =2

(b) a sintese de um &cido nucleico qgue codifica
uma endonuclease de efector TAL que compreende (i)
vdrias sequéncias de repeticdo do efector TAL que,
em combinacdo, se ligam a primeira sequéncia Unica
de nucledtidos e (ii) uma endonuclease gque gera uma
quebra da hélice dupla dentro ou num sitio
adjacente a primeira sequéncia de nucledtidos, em
que cada sequéncia de repeticdo do efector TAL
compreende um DVR gue determina o reconhecimento de
um par de bases no ADN-alvo, em que cada sequéncia
de repeticdo do efector TAL ¢é responsavel pelo
reconhecimento de um par de bases no ADN-alvo e em
que a endonuclease do efector TAL compreende um ou

mais dos seguintes DVR:
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12.

13.

14.

15.

16.

Processo de acordo com uma gualguer dasz reivindicacdes 9

a il,

srizado pelo facto de a endonucliease
uma guelbra na héllice dupla entre a primeira e a segunda
saquéncias de nucledtides.

Mondmero de endonuclease de efector TAL, caractervizade

pele facte de compreender um dominio de endonuciease e
< S 4] A ey o S 3 . TVRT 3 - N v e TR NN
um dominic de Llgacdo do ADN do efector TAL espec

mara um ADN-alvo, em gus o dominic da endonucisase £ de

uma  endonuclease de rast do tipo 1Y, em gue o

dominio de ligacio do ADN compreends varias sequéncias

de repeticio do efector TAL, compreaendendo cada

sequéncia de repeticidoc do efector TAL um DVR  gue
determina o reconhecimentc de um par de bases no ADN-
alvo e em gque cada seguédnoia de repeticdo do efector TAL
& responsiavel pelo reconhecimento de um par de bases no

ADN-zlva,

Mondémero de endonuclease do efector TAL, de acordo com a
reivindicacdo 13, caracterizado pelo facto de a endo-

nuclease de restricao do tipo II ser FokI.

Mondémero de endonuclease do efector TAL, de acordo com a
reivindicacao 14, caracterizado pelo facto de o referido
mondémero funcionar como um dimero com outro mondmero
através de um sitio de reconhecimento bipartido com um
espacador, permitindo que FokI dimerize e crie uma
quebra da hélice dupla no referido ADN-alvo dentro do

referido espacador.

Mondémero de endonuclease do efector TAL, de acordo com a

reivindicacdo 13, caracterizado pelo facto de o mondmeroc

b

da

efector
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Mondémero da endonuclease do efector TAL, de acordo com a
reivindicacéao 13, caracterizado pelo facto de a
sequéncia de aminodcidos da referida endonuclease do
efector TAL ter pelo menos 95 % de identidade com uma
sequéncia seleccionada entre a SEQ ID N2, 23 a SEQ ID
Ne, 53, =2 S5EC ID N2, 72 & a SEQ ID Ne. T3,
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RESUMO

MODIFICAQAO DO ADN MODIFICADA PELO EFECTOR TAL

A presente invencdo tem por objecto materiais e
processos relacionados com o tratamento de genes (por
exemplo, tratamento de genes com nucleases efectoras

semelhantes a um activador de transcricgdo; “TALEN").
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Figura 34A

telomerase-TALENLRE B0VRS

MASS PFPEREREVENBUASGHSEMHEARLPIRPRRPS
FERELLFGROFIRVOPTADRODVEAPAGSPLUGLP
ARRTVERTRLPSYPAPSPAFSAGSYSULLEREFDE
SLLOTELLDSMPAVGTPHTAMAEAERWLEADSALR
AADLPERETVRVANVTAARPPRAREFAPRERARLESD
ASPAADVERIRTLGY SQOUOER IXNPEVRSTVAQHRE
ERIVGHRGFTEANIVALSONPARALGTVAVTYQEII
TALPEATHEDIVEGVGKQWSGARALEALLTDAGEL
RLPPLOLDTCRIVEK IAKRGEVTAMEAVHASERAL
THARLNLTRPADVVAIASHIGGEQALETVORLLEV
LOQUHGLTPROVVA I ANNNGOEQALETVRRLLEV
LEQUHGLTPOOVVA I ANKNGGHROALETVRRLLEPV
LOOTHGLTPROVVA IASKHGGOKQALETVRRLLEFV
LOQUHGLTRIQVVA IR SNGGEEREQALETVORLLEY
LOQDHG L TRPOVVA T ASNGEERQALETVORLLEV
LOQDHS LT RPOUVVA T ANNNGHGEQALETVRRLLEV
LOQUHGLTIPOOWVVA I ASHOHGOURQALETVORLLEYV
LOOMGLTPDOVVA I ASNGGOKOALR S IVAQLER
REPALAALTHDHIVALADLGGRPRLOAVKEGLFH
APEFIERVNRRIAERTSHRVADYRRVVRVLEFFD
CESHPAHAFDEAMTOFGMIRESLWOLFRRVEGVTE
FEARYGTLPPASQRWIRILOASGMERAKESPTISA
QTEFROTSLHAFYADELERDLDAPS PMHEGRQTESS
SRERERSDRAVIGERAQRAVEVRVEEQRDALHLY
LEWRVERPRTRIWGELYFDPIERSQLVESELERERE
SELRHRLREYVPHEVIELIETARNSTOLRILEMEY
MEFPMEVYSYREGKBLEGEBEPOGAIYTVGERIDY
GVIVHTRAY SGEYNLPIGOADEMOBYVEENQTRY
KEIREREWHKVYPESEVTETRFLYVEGHFKSGHY KA
QLTRLNE I THCHGAVIEVERLLIGGEM I KAGTLY
LEEVREXFHMGEINY (§EQ ID NG:35)
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Figura 34B

gridiock-TALEN1QS 100DVES
MASSPPEKEREVSHEDASGHERMUADRPIRFREES
PARELLPGPOEIRVOPTADRGVSAPAGSPLOGLE
ARRTVSRTRLPSPFEAPSPAFSRGSFENLLRPEDY
SLIDTSLLDSMBEAVGTEHTARAPRENDEAQSALR
AXRDCPPPTVRVAVTAARFFRAKPAFRERARQPSD
ASPAADVDLRTILGYSQQOQERIKPRVRS TVAQHH
EALVCGHGF THAH IVALSOHPARLETVAVTYQHIX
TALPEATHEDIVGVEHOW SGARALEALLTDAGEL
RGPPLOLDTSOLVEKIAKRGGVTAMEAVHASRENAL
TEAPLULTPAOVVAIASNIGERQALETVORLLEY
LOQUAB LI PROVVALASHDOGKQALETVQRLLEY
LCQUHGLT PROVWVATASHDGERKQALE TVQRLLFV
LCQUHGLTPROVVAIASHDGGRQALETVQRLLEY
LOQUHGLTPRGVVAT ASHDGGRQALETVQRLLEY
LCQUREGLTPROVVAIASHOGGRQALETVRRLLEY
LOODHGLY PROVVATIASHDGGKCALETVQRELLEY
LCQURGLYPROVVAT ASHNGGEKCALETVQRLLEY
LCODRGLY PROVVA T ASHDGGRQALETVQRLLEY
LOODHSLY PROVVAIASHDGGRGALE S IVAQLSE
RPPALAALTNDHEVALACLGGRPALDAVRKEGLPH
APEFIRRVNRRIAERTSHRVARYBHVVRVLEYFQ
CHEMPAHAFDEAMPGPGMESRHOLVQLYRRVEVTE
FEARYGTLPPASORWIRI LOASGMEHARFERTEA
QTFPDQTSLHAFADSLERDLDAFPEFMHEGROITRAS
SRERSREDRAVT G S AQDRVEVREVPEQRLALHELE
LEWRVKEPRTRINGGLPDPISREQLVESELERERR
SELRHKEEYVPHEY TELIE IARNSTODRILEMEY
MEFFMKVYGYRGKHLGESREFDGAIYTVGIRIDY
GVIVITEAYSGGYNLEPIGQADEMORYVERNQGTER
KHINPNEWHEVYPSSVIRFKFLPVSGHERGNYEA
QLTRLNHITHRONGAVLSVERLLIGGEMIRAGTLT
LEEVEREKFNNGEINF {SEQ ID NO:36)
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Figura 34C

adhl~-TALERER 1Z20VRS
MASSPPEREREVENKDASGHSRMHADPIRPRRPS
RARELLEGROPDRVGPTADRGVSAPAGERLINGLE
ARRTVSRIRLPSPPAPSPAFSAGEFSDLLEFFDE
ELLNTSLLDEMERVG T PHTARAFARKDEAGSALR
AADNRRPTVRVAVTAARPPRAN FAPRRRARQPSD
AERAAOVILRTLEY SQOUOOER TEPEVRETVACHE
BALVGHGFTHAR IVALSCHPARLGTVAVTIQHT I
TALPEATRED I VG VEROWSGARALRALLYDAGEL
RGPFLOLDTGOLVE AKRGEVTAMEAVHASRNAL
TEAFLKLTPAVVAIASN IGGEQALETVRRLLEV
LOCGDHGLTPROVYVA I ASHNGEGRORLETVIRLLEV
LG DHGLTFDOVVAT ASKDGOEQALE TVORLLEY
LOGUHGLTFROVVA IASN IGGRQALETVRRLLEY
G DEGL T PO VVA I AR ISGEQALETVORLLEV
LOGDHGLT FDOVVA I ANNNGSEQALE TVORL LEY
LOQDHGLT PDOVVAIASN IGHEQALETVORLLEV
L GDHGL T POV VA T A SNGGREQALE TVORLLEY
LG DHG LY P DOVVA T ASNGEOKQALETVORLLEV
LOQDHGLY FOOVVATIASHDGERQALETVRLLEY
LOGDHGLY FDOVVA I ASNGEERQALETVORLLEY
LOCGDHGLT PDOVVATIASHDGOKOALES IVAQLER
RDPALAALTNDHLVALACLGERPALDAVEKSLEY
APEYIRBVHRRIAERTESHRVALYAHVVRVLEFYPQ
CHESHPAHAFDEAMTOFGMSRESIVQLFRRVEVTE
FEARYGTLPBASORWDRILOASGMKRAKPEPTSA
OTEDOTSLHAFADS LERDLDAFS PMREGROTRAS
SRKRSRSIRAVTIESESAGQAVEVRVEROENALHLE
LENRVERFRTRIWGGLFDPISRSQLVESELEEREK
SELRRKLEYVPHEYIELIEIARNSTOQDRILEMEY
MEFFMEVYGYRGKHIGGSSREPDGAIYTIVESRPIDY
GEIVOTEAY SGOYHLPIGQADEMORYVEENOTREN
EHINPHEHWKY Y PSSVIEFRPLFVIGHTKONYRA
QLIBLEHITHCNGAVLEVERLLICGEMIKAGTLY
LEEVRRKFNNGEIND (SEQ 3D NO:3T
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Figura 34D

adhl~TARLENGI 1Z20VRS

MASS PPEEEREVEWKDASSWSRMEADPIRPREES
FARELLFGPRPDRVQETADESVIAPAGR PLDGLE
ARRIVERIRLFSPPAPSPAFSAGSPSDLLREFER
SLLOTSLLUSMPAVGTPHTARRPAEWDBADRALR
AAULPFFTVRVAVTAAREPRAKPAPRREBAADESD
ASFAAVILRT LOYSQQUUEK IR PRVRETVAQHHE
EALVGHGFTHAHIVALSQHPBALGTVAVIYOHIT
TALFEATHEDIVOVGRQWEGARATLEALLYDAGEL
REPFLOLDTGCIVEIAKRGGVTAMERVHASRNAL
TEAPLNLTPACVVATASHDGERGALETVORLLEY
LOQDHGLIPDOVVAIASHRGERKQALETVORLLEV
LOGDRGLIFPDOVVAIASHDGERKOALETVORLLFV
LOQDRGLIPOQVVATASNIGEROALETVORLLEY
LOQDHGLIPDOVVAI ANNNGEKQALETVORLLEY
LOQDHGLTPDEVVAT RSN IGGKQALETVORLLEFV
LOQDHGLTPDGVVAIRASNIGEKQALETVORLLEY
LOQURGLTPIVVAT ANNNGEKQALETVORLLEV
LOQDHGLIPLHGUVATASNCGEKQALETVORLLEV
LOQDHGLIPOGVVAIASNIGGKQALETVIRLLEV
LOQDRGLIPOQVVATASNIGERQALETVORLLEV
LOODRGLYPUGVVATA SN IGEKQALES IVAQLSER
KREPALARLTNOHIVALACLGERPALDAVREGLPHR
APEFIRRVHRRIAERT SHREVADYARVVRVLEFEQ
CREHEPAHAT DEAMTOVGMERHGLVOLFRRVGVTE
FEARYGTLPPASGRWDRILOASGHMERAKPSPTSA
QTPLQTSLEAFADSLERDLDAPR PMHEGDQTRAS
SRERSREDEAVIGPEAQQAVEVRVPEQRDALHLE
LIWRVRRFRTRINGELPDPISRSQLVKSELEEKRK
SELRHRLEKYVPHEYTELIETARNETODRILEMKY
MEFFMEVYGYRGERHLGGSREKPDGRAIYTVGESPIDY
SVIVDTRAYSGOINLPIGQADEMNQRYVEENQTRY
KHINPREWWEVYPSSVTEFKFLFVSGHFKGNYKAR
QLTRLHHITHCNGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLT
LEEVREKFNNGEINF (SEQ ID NO:34}
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Figura 34E

adhl~TALENES 12DVRS
MASSPPKRHRKVIWKDASCWSRMHAD P TRPRRPS
PARELLPGPQPDRVOFTADRGVSAPAGEPLOGLY
ARRTVSRIRLPSFRAPSPAF SAGSFSDLLRFFDE
SLLDYSLLDSMPAVGTPHTARAPAERDERQSALR
ARDDRPPIVRVAVTAARPPRAKPAPRRRAROPSED
ASFARQUDLRTLGY SQROOEK IR FRVRSTVAQHH
EALVGHGFTHAHIVALSQHPARLGTVAVIVOHT I
TALPEATHEDIVEVERKDWNSGARALEALLTDAGEL
RGPPLOLDTGQLVE IAKRGGVTAMEAVHASRNAL
LCODHGLTFDOVVA TASHDGGKQALETVORLL Y
LCODRGLTPDOVVAIANNNGGKQALE TVORLL YV
LCODHGLTFDOVVA TANNNGGKQALE TVORLLEY
LCODHSLEFDOVVAIASNIGGKOALE TVORLLEV
LCODHGLT FROVVAIASNGGGKQALE TVORLLEV
LCODHGLY FDOVVRA TANNNGGKOALE TVORLLEV
LCODHGLT PDOVVATASHDGGKOALETVIRLLEV
LCODHGLTFDOVVATASNGGGKOALE TVORLLEY
LCODHGLTFROVVATASHDGGKOALE TVORLLEV
LCODHGLTFDOVVRATASHDGGKQALETVORLLEV
LOODHELIPROVVATASNOGOROALES IVAQLER
ROFALAALINDHEIVALACIGORIALDAVKKGLER
APEFTRRVERRIAERTSHRVADYARVVRVLEEFQ
CHSEPRHAFDEAMTOFGMSREGLVOLFRRVGVTE
FEARYGTLPPASQRWDRI LOASGMERAKPSPTSA
QTFDOTSLHAFADSLERDLDAPS PMHEGDOTRAS
SRKRSRSDRAVTGPSAQQRAVEVRVPEQRDALHLE
LEWRVKEPRTRIWGGLPDP I SREQLVKSELEEKK
SELRHKLKYVPHEYIELIETARNSTODRILEMKY
MEFFMKVYGYRGKHLGGSREPDGAIY TVGSPIDY
GYIVDTRAYSGGYNLPIGOADEMORYVEENGTRN
KRINPNEWREVYPS SVIEFKFLFVSGHFRGNYKA
CLIRLNH I TNCRGAVLSVEE LLIGEEMIRAGTLT
LEEVRRKFNNGEINF (SEQ ID NO:39)
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Figura 34F

adhl~-TALENTI _1&UVRs
MASSPPEKKREVISWKDASGW S RMHEADPIREREPS
PARELLPGPOFDRVOPTADRGVSATAGIPLIGLE
ARRTVERTRLFSPRAPSPATRAGEFSDLLRPYFRE
SLLOTS LLDEMPAVETPRTAAAPAEWDERQEALR
ARDONFPPTVEVAVIARRPEFRAKPAPRERAADEED
ARPRAGVRLET LY SQIQERK IR FRVASTVALGHE
BAIVGHGPTHAR ITVALSOHPARLGTVAVTIYORIT
TALFPEATHEDIVGVGROWSGARALEALLTDAGEL
ROGPPLGLDTEQLVEKIARRGGVTAMEAVHASREAL
TEAPLUNLTPAQVVAIASNIGGRGALETVQRLLEY
FOODHGLTRPROVVATANRNGERUALETVQRILEV
LCODHGLT PROVVAITASNIGEROALETVORLLEY
LCODHGL T PROVVATASHDGEKOALETVORLLEV
LOGDHGLIPLDOVVAIASNIGERGALETVRRLLEY
LOODHGLTPROVVAIASNIGEGROALETVORLLEY
LOGPHGLTRPDOVVAT ASHIGEKGALETVORLLEY
LOODHGE T POOVVA T ASHDGEK R LETVORLLEY
LOQDRG LT PEOVVATARRRGERGALE TVORLLEY
LOGDHGLTPEQVVAIASHIGEKQALETVORLLEV
LOGDRGLTPOOVVATASHIGEKOQALETVRRLLEY
LOQDRGLTRDOVVAIASHNIGERKOALESIVAGLER
RDPRLAALTNDHELVALACLGGRPALDAVKEGLYH
APEFIRKRVNRRIAERTSHRVADYAHVVRVILEFYFQ
CHSHPAHAFDEAMTORGHERRGLVQLERRVGVTIE
FEARYGTLERASORWDRILOGASCGHMKEARFSPTEA
QIR SLEAFALSLERDL A FEFMHEGDOTRAR
SRERSREDRAVIGERSAQOAVEVREVPEQRDALELR
LEaWRVERPRTRIWGGLPOPISRSQLVKSELEERK
SELRHKLEYVPHEYIELIETARNSTQURILEMEY
MEPFMKVYGYRGKHLGGSRKFDGATIYTVES FIDY
GVIVDTRAYSERYNLP IGOADEMORYVEENGQTRN
KHINFHEWHEKVYR3SVTIEFKFLFVSGHEFEGNYRA
QLIBLHNRITHONGAVLSVEELLIGGEMTI EAGTLT
LEEVRREFHMGEINF {SEQ ID NO:40)
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Figura 34G

adhi-TALENSS 12DVRS
MASSOPKRKREVEWKDASGHSRMEADY I RERRES
PARELLEGPUBDRVOPTAURGVSAPAGS PLOGLY
ARWIVSRTRLESPPABSPAFSAGSFSDLLRPFDY
SLLDTSLLDEMPAVGT PRTARAPARWDEAQSALR
ABRDBEPPTVREVAVTAARFPRAKPAFRRAAAQFSD
ASPARQVULETLGY SOOOQEK IKPHVRS TVAQHE
EALVGRGFTHAN IVALSOHPAALGTVAVTYQHRIE
TALPEATHEDIVGVGKOWSGARALEALLTDAGEL
REFPLOLOTGOLVK L AKRGGVTAMERVHASHNAL
TGAPLNLTPAQVVA T ANNNGSKORLETVORLLEV
LCODEGLTPLGUVA I ANNNGOROALE TVORLL DY
LCQDHGLTPROVVA T ASHDGOKOALETVORL LSV
LCQDHGLTPEOVVA I ASNIGOKOALETVORLLEY
LCQDHGLTPDOVVA I ASHDGGKOALETVORLL IV
LOQDHGLTPDOVVATASNGGGKOALE TVORLL BV
LCQDHGLTPEQVVA T ANNNGOROALETVORLLEY
LCQDHGLTPROVVATASHDGSKGALETVORLL BV
LCQDEGLTPEQVVATASNGGGKOALETVORLL Y
LCQDHGLTPDOVVATASN IGGKQALETVORLLEV
LCQUHGLTPBOVVAIASNIGOKCGALETVORLLEV
LZQUNGLTYPRGVVAIASHIGERGALERS IVAQLER
ROFALARLTNDHLVALACLGGRPALDAVKEGLEH
APTFIBRVNRRIAERTSHRVADWAHVVRVLEFFQ
CHEHPAHAT DEAMTQFGHMERHGLVOLFRRVEVTE
FEARYGTLPRFASORWORT LOASCGHMKRAKPSPTSEA
QTPDOTSLEAFADS LERDLDARS PMEEGDOTRAS
SEREREREDRAVTGPSAAVEVREVEPEQRDATLHLY
LEWRVERPFRTRIWGGLPDPISRSQLVKSELEEKK
SELREKLKYVPHEY IELTE IARNSTQODRT LEMKY
MEFPMEVYGYRGEHLGGS RKPLGAT Y TVG S PIDY
GUIVDTRAYSEEYNLPIGCADEMORYVERNQTRE
KHINPRENWEVY PS SVIEPRPLPVSCREFRGNYKA
QUTRLNHITNCNGAY LEVEELLI GGEMIRAGTLT
LEEVERKFNNGEINF {SEQ ID NO:41)
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Figura 34H

gridlock-TALENIOE_130VRS
MASEFPRERRBVIHEDASGUSHEMHADF IRPERFES
BPARELLFGEPOPIRVQPTAIRGVIEAFRAGSPLDGLY
ARRYVSHTRELPSFEAPSFAFSAGSFSDLLRERFLE
SLLDTSLLRSMPAVETPHTARA PRENDEADSALE
AALDFPEFTVRVAVIARRPPRAKPAPRERARDESD
ASPRAOVDLRTLGY SQOQOER T X PEKVRETVAQHH
EALVGHEFTHARTIVATLSQHPARLGTVAVIYORIY
TALPEATHEDIVOVGROWEGARALEALLT DAGEL
ROPPLOLDTGRLVE IAKROGVTAMEAVHASRYNAL
TEAPLNLIFARVVAIASK IGGEUALETVORLL YV
LCODRGETFROVVATASHDOGKQALETVORLLEY
LOGDRGETFRVVAIASHDGGKQALETVORLLEY
LCODRGLTFLOVVAIASHDGGKOALETVERLLEY
LCQDBEGLTFRQVVA TASHDGGHQALETVORLLEV
LCQDRGLTPROVVA IASHGGGROALETVERLLEV
LCQDRGLEIFLOVVA IASHDGERJALETVORLLEV
LCQDRGLTIPROVVA I ASNGEGROALETVORLLEY
LCCDRGLY PROVVA IASHRGGRALETVGRLLEV
LOCCDRGLTPLOVVA TASHDGERJALETVERELEV
LOODRGLTRGVVA IANNNGEEQALETVERLLEFV
LCUDHGLIPROVVAIRASHIGGEIALETVORLLEV
LOGDRGLTPROVVATASHNGEGHEOALESIVAQLSRE
RDPALAALTRDELVALACLEGREFMALDAVKXGLEH
HPEFIREVHNERIAERTSHEVADYANVVRVLEFFQ
CHSHPAHAFDEAMTOFGMERHGLVQLFRRVEVIE
FEARYGTLPFASORWDRILOASGMKRAKPIPTEA
CTRFLOTSLHAFARSLERDLOAPE PHHESDQTRAS
SRKRSRSDEAVIGPSAQQAVEVRVFEQRDALHLP
LEWRVKEPRTRIWGSLPDPISRECLVESELEERE
SELEEELEYVPHEYIELIETARNSTQURT LEMEV
MEFFMEVIGYRGKHLGGEREBDGATYTVESRIRY
GVIVDIRAYSGEYH LR IGQADEMQRYVEENQTEN
RHINPNEWWEVY PSS SVTEFEFLFVEGHTEGHYFA
QLIRINHITNCNGAVLEVEELLIGGEMIRAGTLT
LEEVERKTHNGEINTF {SEQ 1D NGO:42)
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Figura 341

adhl~TALENGE 15LVRS
MASSFPRKFREVEWKDASGWSRMRADPIRFRRES
PARELLEGPQPDRVOPTADRGVSAPAGS PLDGLE
ARRTVERTRLPSPRAPSPAFSAGSTSDLLREFDP
SLLOTSLLDSYPAVETPHTAAAPAENDEAQSALR
AAUDPPETVRVAVIAARPPRAKEFA PRRRAAGPSD
ASPAAQVDLRTLEY SQQUQOEKIKPRVRSTVAQHH
EALVGHGETHARIVALSQHPARLGTVAVTIYORTT
TALPEATHEDI VGVGKQWSGARALEALLTDAGEL
REPPLOLDTGOLVE TAKRGGVTAMEAVHAS RNAL
TEAPLNLTFAQUVAIASHDGGHQALETVIRLLEV
LCOPHGLTFDQUVA I ASHDGGKQALETVORLLEY
LCODHELTEDOVVA IASHDEGKQALETVORLLEV
LOODHGLIPDOVVAIASK IGGKQALETVORLLEY
LOQDRGLYEDOVVA L ANNNGGRQALETVORLLEV
LOGDHASLY P IQVVRTASK DGHEHOA LETVEIRLLEY
LOQDHGLTE DOVVATASK IGGKQALETVORLLEV
LCQDHGLYPDQVVAIANNNGEROALETVORLLEV
LCODHGLTPDOVVA T ASNGGEKOALETVIRLLEYV
LCODHGLYPDOVVATASN IGEKOALETVORLLEV
LCODHGLTPDOVVA TASN IGGKOALETVIRLLIY
LCODHGLIPDOVVATASN IGEROALETVARLLEY
LOQDHGLTPDOVVATASHDGGRQALRTVORLLEY
LCQDHALTPDOVVAIASN IGGKQALETVORLLEV
LOQDHGLTPDOVVAIASNGGGKQALESIVAQLSR
ROPALAALTNDHLVALACLGGRIPALUAVKKGLPH
APEFIRERVHRR IAERTSHEVADYARVVRVLEFFD
CHSHFRHAFDEAMTOFEMS RHBLVOLFREVIVTE
FEARYGTLPRPASQBWDRILOASGMERAKPSPTSA
OTPDOTSLEAPADSLERDLDAPS PMEEGDOTRAS
SRERSESDRAVTOPEAQGAVEVRVPEQRIALALY
LSWRVKRORTRINGGLPDE T SREQLVKSELEEKK
SELRHKLEYVPHEY TELIE JARNS PODRILEMRY
MEFFMKVYGYRGRHLGOSREPDGAI YTVGSPIDY
GVIVDTKAY3GCYNLPIGOADEMORY VEENGTRY
KHINPNEWWEVYPSSVTEFKFLEVSGHFKGHYXA
QLTRLNHITNCNGAVLSVEELL IGEEMIKAGTLT
LEEVRRKFNNGEINF (SEQ ID NO:43)

45



Figura 34J

adhl~TALENGS 15DVRs
MASS PPEKKEEVSWEDASGHERMHADPIRPRRES
PARELLPGPOPDRVOPTADRGVSALAGE PLDGLE
ARETVESRTRLPSFPAPSPAFSAGSFSULLREFDP
SLLOTSLLDSMEAVETPNTAMAPARKDEADSALE
ALRDDEPPTVRVAVIARRPPRANPAPRREAROPID
ASPAAOVRLRTLGY SOUCUQER IKPRVASTVAQHH
EALVGRGFTRAHIVALSQHPARALGTVAVTYCHT
TALPFEATHEDIVGVEKHESGARALERLLTDRGEL
RGPFLOLDTEQLVE TAKRGEVTAMEAVHASENAL
TEAFLN LT RPAGWATARHDEGHGALETVWORLLEV
LOQDHGLTPDOVVALASHDGGROALBTVQRLLPY
LOQRHGLIPROVVA L BNNNGGROALETVWIRLLPY
LCODHGLIPDOWA T ANNNGEROGALETVRRLLERVY
LOODHGETRNGVVAR T ASN I GGROALETVIRLLEV
LCODHGLTEDOVVATASNGGOROALETVORLLEY
LOQDHGLTEDOVVA T ANNNGERGALETVORLLEY
LCODHGLTEPDOVVATASHDGGHGALETVRLLEY
LOQRHGLTERROVVA T ASNGECHQALETVORLLEY
LCODHGLTPDOVVAIASHDGGHOALETVORLLEY
LCODHGLIPDGVVA I ASHDGGKOALETVQRLLPV
JCODRGLTEDOVV AT ASNGGEEHRDALETVORLLYV
LCQDRSLTPROVVA T ASHDGGROALETVQRLLEY
LOODEGLTPDOVVAL ASNGGGROALETVORLLDY
ICOBHRGLTPROVVAT ASHGEREGALESIVAQLER
BURALAALTHDHLVALACLGEREALDAVRRGLEH
ABEFIRRVNRRIAERTSHRVADY AHVVRVLEFFQ
CHSHPAHAFDEAMTOFGMS REGLVOLFRRVGVTE
FEARYGTLFFRAEQRNDEILOASGMKRAKPEFTSA
OTEFROTSLHAFADSLERDLDA RS PMEEGDOTRAS
SEERSESDRAVTGFRASDAVEVRVFEQRDALHLE
LEWRVERPRTHRIWGSLEDEPISREQLVKSELERREK
SELRHMLEYVPHEYIELIE IARNSTQDRI LEMY
MEPFMMVYGYROSHHLGESREPDOAIYTIVGSFIDY
GYIVETERYSSOYNLPISQADEMQRYVEERGTRN
HHINPNEWWE VY PERVTEFHFLYVSGHREFEGNYHA
OLTRLNE I INONG AV LSVERLL T OGEMIKAGTLT
LEEVEREYNNGEINEF {BZEQ ID MNO:44)
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Figura 34K

adhi~TALENTd 15DVRS
MASSPPERKEKREVSWRDASOWERMHADPIRERRES
PRRELLPGERGPRRVQPTADEGVEAPAGSRLDELP
ARRTVSHTRLPSPRAPSPAYSAGEFEDLLRPFDE
SLLDTSLLDSMPAVET FHTAAARAENDEAQSALR
ARANDPPRTVEVAVTAARPPREAKPAPRRRARDPSED
ASFRAROVRLETLGYSOOQOER IR PRVES TVAQHR
SALVSHSF THARIVALSQUHPARLGTVAVTIYOHIX
TALPEATHEDIVGVGEDKSGARALEALLTDAGEL
REFPLOLDTGQLVKIAKRGGVTANEAVHASRENAL
TEEPLHNLTPAOVVATASHNIGGRUALETVQRLLEPV
SOQUHGLTPBOVWVAL ANNNGORUALE TVORLLPV
LOQUHGLYPDOVVATASNIGERQALE TVORLLEY
LOQDHGLTPDOVWVATASEDGGHQALETVIRLLEV
LOQUHALTPLQVVAIASNIGGRQALETVORLLEPV
LCQODHGLTPROVVAIASNICCKIALE TVRRLLEY
LOQDHELTPROVVAIASNIGGRQALE TVORLLEY
LCGDRGLTPDOVVATASHDGGHOALE TVORLLEY
LOQUAGLTRPROVVATASHIGORIALETVORLLEY
LOQUHGLTPROVVAIASNIGEROALE TVORLLEV
LOQDHGETPROVVRIASHOGGROQALETVORLLEPY
LOQBHGLTPDOVVRIASHNIGGRQALE TVIRLLEY
LOQDHGLIPDQVVATASHIGORQALETVQRLLEV
LOCQDHGLTRPBOVVA IASHIGGK QA LE TVIRLLEY
LOQDRGLTPDOVVAIASRGGGHOALES IVAQLER
ROPALAALTHNDRLVALACLEGGRPALDAVERGLEPH
APEYIBFVHRRIAERT SHEVADYARVVEVLEFFD
CRESHFAHAFDEAMMTOPFGMERRGLVQLERRVGVTE
FEARYGSTLPPASDRWDRILOARGHMKRAKESETSA
QUPDOTSLHAFADSLERDLUEPS PMHEGRQTRAS
SEXRSREDRAVIGESAQQAVEVEVREGRDALHLE
LEWRVERPRTRIWGGLPDEISREQLVKIELEERK
SELRHKLEYVEFHEYIELIB TARUSTODRILEMRY
MEPFMEVYGYRGEELGGSREPDGRIYTVGSRIDY
GVINDIRAYSGEINLPIGOADEMOQRYVEENGTRN
EHINMNERNWEVY RS EVTEFEFLFVSGHEFRGNYRRY
OLTRINN I THOHMGAVLEVEELLIGGEMIKAGTLY
LEEVARKEWUNGEINE {SEQ ID NO: 45
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Figura 34L

LE4-TARENG0 15DVRS
MASSPPRKEREVSHEDASCGHSHMHADPIRFRRES
PARELL PG ROPIRVOPTADRGVSAPAGCS PLDGLE
ARETIVSRTRLPSPPAFNSPAF SAGSFSRLLRFFRR
SLIDTSLLOSMPAVG T PRTAARPAENDEROSALR
AADDPRPTVRVAVITAARPPEAKPAFRERARQPSD
ASPARQVDLRTLEY SQQOREKIRPEVRS TVAQHHE
EALVGHGY THAHIVALSOQHPAALGTVAVTYQHII
TALPEATHEDIVGVGKQWSGARALEALLTDAGEL
RGPPLOLOTGOLVHIARKRGGVTANEAVHEASRNAL
FORPLULTPADVVA T ANNNGGKOALETVORL LV
LOODRELT BDOVVA T ANNNGEROALETVORL L PV
LCODHGLTFROVVA I ASHDGGEQA LE TVORL L PV
LOODRELT EROVYA FASNIGGEOALETVORL LEY
LOODHRELT PROVVA I ASHDGGROALE TVORL LBV
LOOUHG LT FOOVVATASNGEGRGALETVORLLEY
LOODRGLTPROVVA L ANKNGGRCALE TVORL LY
LOODRG LT FOOVVA I ASHDSGEOALETVORLLPY
LOODRG LT PROVVA T ASNGOGKOALETVORL LEY
LOODRGLT PROVVAIASK IGEROALE TVORL LYV
LOODEG LT PROVVALASK IGGKSALETVORLLEY
LOOURALTPIOVVAI ASHDGGECALE TVORLLEY
LOQDHBLTPDOVVAI ASHDGGKCA LE PVORL LEY
LOQDHG LT PIOVVAIASHDGGEGALETVORLLEY
LEQDHGLTPROVVAI ASKGCGHOALES IVAQLER
ROPALAALTHRDHLVALACLGGREPALDAVERGLEH
APEFIRBVNERIAERTSHRVADYAHVVRVLEFFD
CHSHPAKAFDEAMTQFGHSRHGLVOLERRVAVTE
FEARYGTLPRASORRIRILOASCGHMERAKPSEPTSA
QTPDQTSLHAFALSLERDLOAPSPHMHEGDQTRAS
SRERSBSIRAVTCPSAQQAVEVRVERORDALMLY
LEWRVERFRTRIWGGLIDPY SESQLVESELEEKE
SELRRRILXYVPHEYIRLIE IARNSTONRILEMRY
MEFFMEVYGYREKHLGGSREPDGATY TGS B IDY
GVIVDTKAY SSEYNLEIGOADEMORYVERNQOTRN
FHINPNEWNWKVY ESSVIBPKFLFVSGHFRGNYRA
GLIRLUHI TNCHGAVIAVER LI IGOEM I EAGTLT
LEEVERKFNNGEINF (SEQ ID NO:48)
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Figure 34M

omerase-TALENLIZI 150
b KEEREW! W"WAEGwanMPA”
BARELLPGPQRIRVPTADRGY GAPAS
ARRIVESRTFLPSFRPAPOPAFSAGEFEL 2
SLLETSLLDEMBPAVETE dT&AAdA#%D“AQSPhh
SADLPEFETVRVAVIAARPPHEARNPAPRRRARGEEN
ARPARAOVILRTIGY SOQQCEX IHPRVRATYAQHEN
FALVGNGFTHARN TVALAQHBAALSTVAVTYORIT
TALPEATHEDIWEVEKOWNSEAR %ALALLTD&GEL
BOPPLOLDYGOIVE IR RGEVTAMEAVHASERA

TGR?&F’T?%@V?REAQR&-uKQAL:TVﬂRIE?%
LOODHSL T PFOOVVA I ASHGEORQALR VAB"?\
DHG LT FROVVA TASNGEGEQALETVQRELLY

LOQDASLTFIVVA T ANMROGEQALE' VQELZ”L
L DHE L P PO VVA I ASHNGECHQALETVRRLIPY
LOGDHGLTPFINWVAIASHOIGHLEKQALETVIREL
LOGDHGLTPIDVVAIRASHIEGRKQALETVOR
;ELT?DQV&P‘AENR SGEQATETVORL

PBQVV IRSBEGQKQRL TVQRLLEPV
VQS Lt

LRV

LETVORLLEY

DEQFVEE&SHIG' NavwﬁiaP“

DN LTPBQ?V& RSVGGH
RPP&L&ALTNDHLB&uRCLGﬁ&FAL@AV HGHP
hPm IRRVNR LﬁERTQHRFABXAﬁ*?&»LhFFQ

F@\QYaTIPP S”RW _:ﬁQEQGM xﬁ"m*ﬁ
QIPDOTSLHAFADSLERDLDARPSTMHEESDOTRE
ERERSREDRAVIGREAQQUAVEVRY “§QQD§L L?
LSE?VKR?nTRIWG PDPIQR@QLVKS&LEMKK
: B

i Mk'YGYRC{HLFmSnB A -
GVIVDTHEEYRGEYNLE CQ*DEWQRYV WNMTRB
EHINPHENNKVY PESVIEFEFLEVEGH KGN YKA

OLTRINKITNCNGAVLEVERLLISGEMIKAGTLT
LERVRRKFNNGEINE {880 1D W0:47)
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Figura 34N

telomsrase-TRLENIZE 130VRS
MASSPPRXKRKVSWEDASGHSRMEADE IRPRRPS
PARELLEGPOPIRVOPTADRGVIAPRGSPLIGLY
ARRIVSRTHLPSPPAFSPAFSRGSFIDLLRPFDR
SLLDTSLLDSMEAVE T PRTARARARNDERGSALE
AADDEPFTVRVAVTAARPPRAKPAPRRRAAQPED
ASPRAGVDLRTLOYSQQUUEKIKFRVRETVAQHH
EALVGEGFTHAHIVALSORPARLGTIVAVIYQHII
TALPEATHERIVGVGKOWSGARALEALLYDAGEL
RGPPLOLDIGRLVEIARRGGVTAMEAVHASENAL
TEAPLNLTRPAQVVAIASEDGCROALETVORLLPV
LOQDHGLTPROVVAIAMNNGERQALETVQRLLEPY
LOQDNGLTPROVVAIANNNGERQALETVORLLPY
LOQDHGLTPROVVATASHGOGROALETVORLLPY
LOQDHGLTPROVVATASHGHGRAALEIVORLLEPY
LOQDHGLTPROVVATASHGGGROALETVORLLPY
LUQDREGLTPRQUVAT ANNNGGRUALETVORLLEY
LUQDHGLTPROVVA I ASHUGGROALETVORLLEPWV
LOQDHGLTPRIOVVAIASHGEERGAIETVRRLLEY
LEQDHGLTPDOVVA L AN TGGROALETVQRLLEV
LOQUHGLTPIQVVATASHNGEGRQALETVQRLLPY
LOQDHGLTPIQVVATASHDGOGRQALETVORLLEY
LOQDHGLTPOOVVA T ANNNGCRGALETVORLLEPY
LEQDHGLTPROVVATASNEGCRUALETVORLLPY
LOQUHGLTPOQVVALASHNGEGERALEI IVASLSR
ROFALARLINDHIVALACLGGRPALDAVERGLPH
APEFIRRVNRRIAERTSHRVADYAHVVRVLEFFD
CHERBABAI DEAMTOFGMSREGLVOLEFRRVEVIE
FEARYGILPRFASQRUNDRILOASGMRRAKPSETESA
QIFDOTSLHAFADS LERDLIRPS PMHEGDQTRASR
SEXRSREDFAVIGPSAQOAVEVREVFEQRDALHLP
LSWRVRRPRTRINGGLPDPISRSQLVKSELEEKK
SELAHELEYVPHEY IELIE TARNITOOR T LEMEY
MEFFMEVYGY RGKHLGOSREPRGATYTVGIRIDY
GUIVRTHAYSGEYNLF IGOADEMORYVEENGTRN
EHINENEWHRKVI PESVIEFRFLFVEGHIREGNTER
GLTALNHITHCORGAVESVERELLIGGEMIRAGTLT
LEEVRREFUNGEINF (SEQ ID NO2d8)
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Figura 340

gridloeck~TALENLOT _1e0VRS
MASSPFRKRREVSHEDA SCHSEMEADFISPRERES
FARELLPGROPDRVQPTADRSVIAPAGSFLRELE
ARRTVERTRLPSPPAPSPAFSAGSFEDLLRPFLP
SLLDTSLLDSMPRVETPHTARARAEWDEAQSALR
ARADDFFPIVRVATTAARPFFRAKFAPRREAAGESD
ASPARQVDLRILGY SQOOQEK IKPEVRSTVAQHH
EALVGHGFTHAHIVALSQHPRALGTIVAVTIYLHIY
TELPEATHEDIVOVGEOWSGARALEALLTOAGEL
RGFPLQLLTGUIVKIARRGEVTAMEAVHASHEEAL
TCAPLNLTEFADVVAIASK IGGRKQALETVORLELEY
LOQDBALTPIAVVATASHRGEKQRLETVQRLEEY
LOQDBGLYPOOVVAIASHDGGRKQALETVORLLEY
LOQDAGLYPDQVVATASHDGGEQALETVQRLLEV
LCQDRGLTPDOVVATASHEGEEQALETVQRLLFV
LOQURGLTIPDOVVATASRGGEGEQALETVQRLLFV
LEQUHGLIPDIWVA T ASHRGEKQALETVQRLLEV
LOQDHGLIPDOVVAT ASRGEGKQRLETVQRLLEY
LOQDHGLTUEDOVVAIASHRGGRQALETVQRLLFV
LOQRHGLTPDINVATASHDGGEKQALETVQRLLEY
LOQDRGL T PDINVVAT ANNNGGKOALETVQRLLEY
LOQDEGLTPDOVVAT ASHDGGRQALETVQRLLEY
LOQDRGLIFDOVVATIRSHGEGRQALETVQRLLEY
LOCODREGLT PDOVVAT RSHGHEGKQALETWVQRLLEY
LOQDRGLI PDOVVAI RSHEBOCKQALETVQRLLEPY
LCQDHGLIPDOVVATRSNGEGKQALES IVAGQGLER
ROFALRALINIHLVALACLGGRPALDAVKEGLPH
AFEFIRRVHRRIAERT SHRVADCAHVVRVLEFFD
CHEHFAHATDEAMTOPGMERNGLVQLTRRVGVTE
FEARYGTLPPAS{RWOR I LOASGHERAKPSFTSR
OTPLITSLEAFRDSLERDLDAPS PHEEGDDTRAS
SRERSESTRAVIGFSAQRAVEVRVFEQRDALNLY
LEWRVERFRTRIRGGLERPIZRSOLVESELEERR
SELRHELKYVEFHEYIELIE IARNSTQDRI LEMEY
MEFFMEVYGYRGEKHLGGEREFDGAIYTVRFRIDY
GV IVRTRAYSGEYNLPIGUAREMORYVEERQTRR
KB INFNEHREVY RS SVTEFEFLFVEGHPRGN YRS
QLTRIMHI THCHGAVLSVEELLIGGEMIBEAGTLY
LEEVRREFNNGEINE (5EQ ID NO:4%)
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Figura 34P

gricdiock~TALENILT 16DVRS
MASS PPEKKRKVSHKDAS GHSRMHADPIRPRRPS
PARELLPGEQPDRVOPTAIRGVSAPAGSPLOGLP
ARRTVSRTRLPS PEAPSPAFSAGSFSDLLRPFDP
SLLDTSILDSMPAVGT PHTAARPAENDEAQSALR
ASPRAQVILRETLOYSOOUNERIKFEVRESTVAQHR
FALVCHGFTHAHIVALEQHPARLGTVAVIYQHIT
TALPEATHEDIVGVGHQWSCARRLEALLTDAGEL
FGPPLOLLTGQLVKIAKRGOVTIAMEAVHASRNAL
TGAPLNLTPAQVVATRSHDGGHOALETVORLLPY
LOQDHG LT ROQVVATASRIGCKQALETVORLLDY
LOQDHG LT PDQVVALASHIGOKQALETVORLLPV
LCQUHG LT PEQVVATASNNGGROALETVORLLPV
LCOUHG LT PIOVVATASNNGGROALETVORLLPV
LCODHG LT PIOVVATASN IGGROALETVORLLEV
LCODHGLTRDOVVATASNIGGROALETVORLLDY
LCODHGLTPDOVVATASNNGEROALETVORLLPY
LCQDHGLT PDOVVAT ASHIGGROALETVORLLPY
LCODHGLTPDOVVAT A SNNGGKOALE TVORLLPY
LOQDHGLTFDQVVAIRSN IGGEQALETVORLLEY
LOQDHGLT POOVVAT RSNGOGROALE TVORLLEY
LOQDHGLT PDOVVAI R SNNGGROALETVORLLEY
LCODHGLTPDOVVAIASRIGGKOALETVORLLEY
LUQUHGLT PDOVVATASNGGGROALES TVAQLSR
POPALARLINDRLVALAC LGGRPAMDAVKRGLPH
APELIRRVNRRIGERTSHRVADY AQVVRVLEFFY
CHEHPAYAPDEAMTOPGHSRNGLVQLFRRVGVTE
LEARGGTLEPASORNIRI LOASCMERARKFSFTSA
WTFDOASLHAFARDSLERDLDAPS PMHEGDQTIRAS
SRKRSESDRAVTGESAQRAVEVRVPEQRDALHLP
LSWRVERPRIRINGGLPDFI SRSQLVESELEEKR
SELREKLKYVPREY TELTE TARNSTQDRI LEMRY
MEFFMEVYGYRGKHLGGSRKPDGAI Y TVGSPIDY
GVIVDTKAY SGGYNLPIGOATEMORYVEENQTRN
KHINPNEWWKYY PSSVIEFKFLYVEGHPRGHYKA
QLTRLNHITNCNGAVLEVEELLIGGEMIKAGTL
LEEVREKFNNGEINE (SEQ ID NO:30)
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Figura 34Q

telonerase-TALENIZE I&DVES
MASSPPREERKVEWKDASGWERMHARFIRPERPE
FARELLPGPOPIRVOPTADRGVSAPARGSPLDGLY
ARRTVERTRLPSPPRAFPSPATSAGSFIDLLREFYDR
SLLDTSLLDESMPAVETFHTARAPAEWDEAQSALR
ARDDPPPTVRVAVTARRPPRAKFAPRRERRAQPER
ASPRARQVDLRTLGY SQQUIER TK PEVR S TVAQHH
BALVOHGE THAE IVALSQHPAALGTVAVTYQHI X
TALPEATHEDIVEVGROWSGARALEALLTDAGEL
RGPPLOLDTGOLVE LAKRGGVTAMEAVHASRNAL
TGAPLNLT PAQVVAIASNIGGKRALETVORLLEV
LCQDRGLTPDOVVAIASHGEGRQALETVERLLEY
LOQUDHGLYPECVVA T ASNGOERQALETVORLLEV
LCQDRGLTPEQVVAIASHEGGKGALETVERLLEY
LOODHGLTPEQVVALASHIGGRALRTVORLLEY
LOQUHGLTYPROVVAIASHDGGRQALETVORLLEY
LOQUHGLTPROVVA I ASHEGGRKQALETVORLLEY
LCQUHGLTPEOVVAIASN IGGRQALETVQRLLEY
LOQUHGLTPROVVA L ASHDGERQALETVORLLEY
LOQDHGLTPROVVAT AMNNGERQALETVORLLEY
LODUNGLTPROV VAL RSN IGGRQALETVQRLLEY
LOQUHGLTPRQVVATANNNGERQALETVORLLEV
LOCQUHGLTRPRQYVVAIASHIGGRQALETVORLLEY
LOQUHGLTPRQVVATASNGHERQALETVORLLEV
LOQURGLTPRGVVAIASHDGERQALETVORLLEY
LODUHGLYPROVVATASNGGEERQRALES IVAQLSR
EDPALAALTHNDHLVALACLGGRPALDAVERGLER
APEF IRRVNERIAEBRTSHRVADYAHVVREVLEFFQ
CHSHPAHAFDEAMTQFGMSRHGLVOLERRVGVTE
FEARYGTLPFASORNDRILOASGHMRRAKPSPTSA
STPLOTSLEAFADSLERDLUDAPS PMREGDQTRAS
SRERSRSDRAVICPSAQQAVEVREVPEQGRDALHLY
LEWRVERPRATRIWGGLPDRISRSGLVRSELERKK
SELRHHKLEYVPHEYIELIETARNSTQDRY LEMKY
HEFFMEVYGYRGERHLGGSRKPODGETYTVGERIDY
GVIVDTRAYSGGYNLP IGQADEMQRY VEENGTRN
KHINPHEWREVWYPSSVIEFKFLFVSGHERGNYKA
QLIRLNEITNCNGAVLEVEELLIGEEMIKAGTLY
LEEVEREFNNGEINF {5EQ ID NO:31)
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Figura 34R

telomerase-TALENIIS 1TOVERSs
MASSPPRKREKVENKDASCGWSRMEADPIRFRRES
PARELLPGROPIRVOPTADRGVEAPAGSPLDGLD
ARRIVERTRLPS PRAPSPAFSAGEFSDLLREFRP
SLLDTSLLDSMPAVGTPHTASAPREWIERQSALR
ARDDVPPIVRVAVIARARFPVARKPAPRERBADPED
ASPARQVDLRILGYSQOQOEK IR PRVRSTVAHH
EALVGHGFTHAHIVALSQHYAALGTVAVTYQHET
TALPEATHEDI VEGVORQWSGARALEALLTDAGE L
RGPPLOLDTEQLVKIAKRGGVTAMEAVHASENAL
TEAPLNLTPAQVVAIASNIGGRQALETVQRLLEY
LOQUHGLTPLOVVAT ANNNRGGROALETVORLLEY
LOQUHGLTPROVVAIASHIGGROALETVORLLEV
LOQUHGLTFROVVAIASHUGERQALETVORLLEY
LOQURGLIPBOVVATASNIGGROALETVQRLLEV
LOQUHGLYPLOVVAT ANMNGEROALETVORLLEY
LOQUHGLIPROVVA T ANNNGGROALETVORLLEY
LCQUAGLYFROVVAIASNIGGROALETVORLLEY
LOGBHGLIPDOVVAIASNIGEKOALETVQRLLEY
LOQBRGLIPDOVVATANNNGCROALETVQRLLEY
LOQDRGLIFROVVATASNGEGHQALETVORLLEY
LOQDRGLIFDOQVVATANNNGGRQALETVQRLLEV
LOQDBGLIPDOVATANNNGERGALETVQRLLEY
LCQDEGLTPDRVVATASNIGERQALETVQRLLEV
LCQUHEGLTPROVVATANINGCEQALETVORLLEYV
LOQDEGLTPDQVVAIASHDGGRQALETVQRLLEV
LOQDHGLTPDQVVATASNGGRKQALE S IVAQLIR
ROPALARLTNDHLVALACLGORPALEBAVERGLEHN
APEFIPRVNRRIAERT SHEVADYARVVRVLEYYQ
CHEHPAHAFDEAMTQFGMERHGLVQLIRRVGVIE
FEARYGTLEFPASQRWDRILOQASGMERAKPEPTSA
QIFDOTSLHAPADSLERDLDAPSPMHEGDQTRAS
SRERSREDRAVIGPSAQUAVEVRVPEQRDALKLY
LESWRVEKRPRTRIWGGLPDPISREQLVKSELEERK
SELRBELEYVPEEY IELIEIARNETQDRILEMEV
MEFFMEVYCYRGEHLGGSRKPDGAIYTVGSFIDY
GV IVITEAYSGGYNLEPIGQADEMORYVEENQTRN
KHINPNEWWRVYPSSVIEFKFLFVEGHTHGNYRA
QLTRINHITRCHGAVLEVEELLIGGEMIKAGTLT
LEEVRREFNRGEINF (SEQ ID HDO: 54}
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Figura 34S

adhl~TALENGO 18UVRs

MASSPPHENREKVSWKDASGHERMHADPTRPERPE
FARELLPGPOPDRVQETADRGVSAFAGSPLDELE
ARRTVSHTRLPSPPAFSPAFSAGSFSDLLREFDR
SLLDTSLLDSHMPAVGTPHTARAFARWDEAQSALR
AXDDEPPTVRVAVTAARF PRAKPAFRRRAROPSD
ASFARQVDLRTLGYSQQUQER I XK PEVRSTVAQHH
EALVGHGFTHARIVALSOHPAALGTVAVTYQHIT

TALPEATHERIVEVGROWEGARALEALLTDAGEL:

REFPLOLDTGOLVK I AN RGEVTAMEAVHASRENAL
TEAPLNLTRFAGVVATASR IGGEQALETVQRLLEV
LOQURGELTRPROVVATASHNGGHERQALETVQRLLPV
LOQUHGLTREGVVATASHDGGROGALRTVORLLEV
LEQURGLYPHAVATASHIGGRALETVORLLPY
LOQURGLIPROVVATASHIGERQALETVQRLLEBY
LOQURGLTPROVVATANNEGGEQALETVORLLPY
LOQDHGLTPROVVATASNIGGREQALETVQRLLEY
LCQDEELTPIQVVATIASNGEGHQALETVRRLLEY
LOQUHGLTYPROVVATASNGEEHQALETVORLLEV
LEQUHGLIPROVVATASHDGORQALETVQRLLEV
LOQUHGLYPROVVAT ASNGGHEQALETVQRLLEV
LOQUNGLYPROVVAIASHIGGHQALETVORLLEY
LOQUHGLTPROVVATASHGGGROALETVORLLEY
LOODHGLTPDOVVRI ASHGEGRQALETVORLLEV
LOODHGLTPDOVVAIASHOGOHEQALETVORLLEY
LOQDHGLTPIQVVAIASNIGGEQALETVORLLEV
LCQUHGLTPROVVAI ASHRGGHQALETVQRLLEV
IOQUHGLTPIOVVAI ASNGGEREQALES IVAJLEAR
REFRLAALINDRIVALACLGGEPALDAVREGLEFH
APEF IRFVNRREIAERTSHRVADYRRVVRVLEYEFY
CHSRFAHAYDEAMTQFGMERHGIVQLTRRVGVTE
FEARYGULPRASQRNDRILOQASGMERAKPSFTSA
QIPROTEIMAFADRSLERDLDAFS PHHEGDOTRAS
SRERSRSDRAVIGPSAQRAVEVRVEEDRDALELE
LEHRVERPETRIVWGGLPDRISREQGLVEEELEERK
SELRBHELRYVPHEYIELIETARNESTOOR DLEMEY
MEFTMEVYGYRGRBLGGEREFDGRAIYIVESRIDY
EVIVETRAY SEEYNLPIGQANEMORYVERNQTRY
EHINPNEWHEVY FESVTEPREPLTVIGHPRGN YRS
QLIRLNHITHCRGRVLSVEELLIGHEM I RAGTLT
LEEVRREFNHGEINT {SRQ TO NG:33)
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Figura 34T

£14-TALENES_18DVRS
MASSPPREEBKVSWRDASGWERMRADP IRPREEF?
PARELLPGPI DRV PTADRGVSARAGSPLIOGLE
ARRIVSRIRLPSPRAPSPAFSAGSFSDLLRPFED
SLLDTELLDSMPAVGTPHTARAPARWDEADSALR
AADDPPFPTVYVRVAVTAARPPRAK PAFRERAAGEED
ASPAROVILRTLGY BOQQQEK TEPRVRITVAGHR
BALVGHGFTHAH IVALSQHPAALGTVAVTYORTT
TALPEATHED IVEVGEOWS GARALEALLTDAGEL
RGPPLOLOTGOLVKIAKRGGVTAMEAVHASRNAL
TGAPLNELTRPAOVVATASHIGERQALETVQRLLEV
LeDEGLYPDOVVATASHDGGRQALETVQRLLEY
LOODHSLTPDOVVAIASNGGERQALETVQRLLEV
LCQUHGLTPDOVVAIASHDGGKOALETVRRLLPV
LCODEALTPDOVVATASHDGEKOALETVORLLPY
LCODHGLT PDOVVATASHNGGKORLETVORLLEV
LCOBHGLY PDOVVATRSHDGGKOALE TVORLLEV
LCODHGLY PDOVVATASHDGEKOALETVORLLEV
LCODHGLTPDOVVATASNGGGROALETVORLLEY
LCODHGLT PDOVVATASNNGEKQALETVORLLEY
LCQDHGLTPDOVVATASHIGGKQALETVORLLEV
LOQUHG LY PO VATASHNIGEKQALETVORLLEV
LCODEGLTPIVVARIASHNGERQARLETVRRLLEV
LOCQDHEGLTPIVVAIASHIGEKQALETVORLLEY
LCQDHGLYPIQVVA T ASHIGEGRQALETVQRLLEY
LCQDHGLTPLOVVATASHIGEKOALETVORLLEY
LCODHGLT POOVVATASNI GEKOALETVQRLLEV
LCODHGLT PLOVVATASHGGEKOBLES IVAQLER
PUPALAALTNDHLVALACLGERPAMDAVERGLER
APELIRRVNRRIGERTSHRVADYRAOVVRVLEFFQ
CHSHPAYAFDEAMTQFGMSRNGLVOLFRRVEVTE
LEARGGTLRPASQRWDR I LOASGMKRAKPS PTSA
GTPDOASLHATADSLERDLDARS PMHEGDOTRAS
SRERSRSDRAVIGPSAQUAVEVRVPEQRUALELE
LSWRVKRPRTRIWGGLEDP [ SREQLVKSELEEKK
SELREKLEYVPHEYIELIE TARNSTQDRI LEMKY
MEFFMKVYGYRGKHLGGSRKPDGAIYTVGSPIDY
GVIVDTKAYSGEYNLPIGOADEMORYVEENOTRN
KHINPNEHNRVY PSSVIEPRFLPVSGHFRGNY KA
QLTRINHITNCHGAVLSVEELLIGGEMIKAGTLT
LEEVREKFNNGEINF (SEQ ID NO:54)
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Figura 34U

gridiock-TALENIQZ 180VRs
MASSPREFEREVSHY DASGWERMHADFIRFRRES
PARELLPGROPURVOPTAURGVESAPRGSI PLDELE
ARRTVSRIRLFEPPAPSPFAFSRAEFEDLLREFDR
SLLDTSLLDSMFAVETEHTAAAPAERDERQSALE
ARDDFPFTIVRVAVIAARPPRAKPAFRREARDRST
ASPAAGVDLRTLGY SQOOUER IR PEVRSTVAQHH
TALPEATHERIVSVEKQWSGARALEALLTRAGEL
RGPPLOLOTGQLVIARRGGVTAMEAVHEAIRNAL
TGAPLNLTPAQVVATASNNGERQALETVORLLPYV
LOQUHSLTPROVVATASHNGORGALETVORLLPY
LOQUHGLTFROVVAIASHDGGKQALETVORLLPY
LEQUHGLTFDOVVA TASHGGORQALETVORLLYY
LOQUHGLTPROVVAIASHDGOKOALETVORLLEY
LEQUHSLTPOROVVA I ASNIGERGALETVORLLEY
LOQUHGLTPLOVVA T ASHDGGROALETIVORLLEY
LCQDHELTPLOVVAIASHEGOKGALETVORLLEY
LOQUHGLIPLOVVA T ASRGGHROALETVORLLEY
LEQUDHGLTPROVVA IASHIGLGEQALETVORLLEV
LOQDHGLTPROVVAIASHDGGRCALETVQRLLEV
LCQDHELTPROVVAIASKIGORCALETVORLLEY
LOQDHGLIPDOVVAIASH I GLRUALETVORLLEY
LOQDHELTPDOVVA T ASHDGGRUALETVORLLEY
LOQDHGLYPDOVVAIASHNGGROUALETVQRLLEY
LOQDHELT FDOVVATASNI GORQALETVORLLEV
LOQDHGLIPDOVVAIASHDGGRGALETVORLLEV
LOQDHGLY PDOAVATASKR I GGEQALES TVAQLSER
PIPALAALTHDRLVALACLGGRFAMDRVEKGLEPH
APELIRRVNRRIGERTSHRVADYAQVVRVLEFFQ
LEARGETLPPASORWDRILOASOMERAKRSFTEA
GTPLQASLEAFADSLERDLOAPE PMHEGDOTRAR
SRERSREDRAVIGEFIAOOAVEVRVPEORDALELE
LEWRVERPRTRIVGGLPOPISREQLVESELEEKR
SELRBEXLEYVPHEYIELIEIARNETODRILEMEY
MEFFMEVYGYRGKHLGGSREPDGAIYTVGERIDY
CVWIVDRTRAY SSCYNLFIGQADEMURYVEENQTRN
EHINFNEYWRVYPSSVIETRFLEVEGHPXGNYER
QLTRLHHITRONGAVISVEELLIGEEMIKAGTLY
LEEVREKFNNGEINF {SEQ ID NO:35}
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Figura 40A

HERT-3254~17
MASSFPERRERVSHEDASCHSRMEADRIRFREFS
PARELLPOPUPIRVOPTADRGVSAPAGEPLDELY
ARRIVEARTRLPEPPAPSFAFSAGSFSDLLRPYLE
SELDTSLLDSMPAVGT PHTAAAPAEWDEADSALR
AREDPRFTVRVAVTAARPPRARKFAPRREARFSD
ASFRAQVDLRTLGYSQOOUEK IKPRVREITVAGHH
BALVEHGFTHAH TVALSQHERALGTVAVIYQHRIT
TELPEATHEDIVGVGHOWSGARALEALLTLAGEL
RGFPLOLUTGOLVEIARRGEVTAMEAVHASRYAL
TEAPLNLTEACVVATASNNGOHGALETWQRLLEV
LOQDHGLTPDOVVAIASHUGEROALETVORLLPY
LOQDHGLTPDOVVATASNIGEHDALETVQRLLEY
LOQRDHGLYPLOVVATASNGEEROALRTVORLLYY
LOQDHGLIPODOVVAIASNIGOROALETVORLLEY
LCQDHGLTEDOVVATASHBGGROALETVORLL PV
LORDHGLTPDOVVAIASHIGEKQALETVORLLEV
LCQUHGLTPDQVVATASNGGGRQALETVORLLEV
LOQDRGLTPEQVVATIASH IGERKQALETVORLLFEY
LOQDHGLTPIQVVA IASH IGEKQALETVORLLEV
LOQDHGLTPIQVVAIASHOGEKQALETVORLLEV
LCQDHGLTPIQVVAIASHDGERQALETVORLLEY
LOQDRGLTPIQVVAIASHIGERKQALETVORLLEY
LCQDHGLTPDOVVAIASHEGERKQALETVORLLEY
WODHGLTPDQVVAIASHGGERQALETVORLLEY
LCQDHGLTPOOVVAIASHNIGERQALETVORLLEY
LOQDHGLTPOQYVAIASHOGERQALES IVAQLER
PLPALAALYNDHLVALACLGER PAMBAVERGLPY
APELIFRVNRRIGERTSHRVADYAQVVEVLEFEQ
CHEHPAYAFDEAMTIQFCHSRNGLVQLIRRVGVTE
LEARGGTLFFASQRUWIRILOASGMERAKFSFTSA
QTPROASLEAFADELERDLOAPS PMREGDOTRAS
SERRSREDRAVTGESAQOAVEVRVEEQRUALALE
LEWHNVERPRIRIWGELPLEI ERSOLVESELEERK
SELERKLKYVPHEVIRLIEIARNSTQRRILEMKY
MEFFMEVYGTROGEHLGGSREFDGAITTVGERIDY
GVIVDTHAYSGIYRLPIGQADEMOHY VEENQTRE
EHINFHEWHEVYFRSVTEFFEFLEFVSSHRFKGNYRA
QLERLNHITRCNGAVLEVEELLIGGEMIKAGTLT
LEEVREKFNRGEINF (EEQ ID ND:72}
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