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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "RNAS
GUIAS MODIFICADOS".
LISTAGEM DE SEQUENCIAS
[001] O presente pedido contém uma listagem de sequéncias que
foi submetida eletronicamente no formato ASCIl e é incorporada por
referéncia em sua totalidade. A cépia ASCII, criada em 7 de dezembro
de 2017, é denominada 01155-0004-00PCT_SeqList.ixt e tem 118.877
bytes de tamanho.
[002] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade ao Pedido
Provisorio dos Estados Unidos No. 62/431.756, que foi depositado em
8 de dezembro de 2016, e que € incorporado por referéncia em sua
totalidade.
[003] Esta divulgacao refere-se ao campo da edicdo de genes
usando sistemas CRISPR/Cas, uma parte do sistema imune procario-
tico que reconhece e corta elementos genéticos exdégenos. O sistema
CRISPR/Cas conta com uma unica nuclease, denominada proteina 9
associada a CRISPR (Cas9), que induz rupturas especificas de sitio
no DNA. A Cas9 é guiada para sequéncias de DNA especificas por
pequenas moléculas de RNA denominadas RNA guia (QRNA). RNA
guia compreende trBNA (também conhecido como tracrBNA) e cris-
prBNA (crBRNA). O trRNA e o crBRNA podem estar contidos dentro de
um RNA guia unico (sgRNA) ou em duas moléculas de RNA separa-
das de um RNA guia duplo (dgRNA). Cas9 em combinacdo com trRNA
e crBRNA ou um sgRNA é denominada complexo de ribonucleoproteina
Cas9 (RNP).
[004] Os oligonucleotideos, e em particular o RNA, sdo por vezes
degradados nas células e no soro por clivagem com endonuclease ou
exonuclease. Melhores métodos e composicdes para prevenir tal de-
gradacao, melhorar a estabilidade de gRNAs e aumentar a eficiéncia

de edicdo genética sdo desejados, especialmente para aplicacdes te-
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rapéuticas.

SUMARIO

[005] Em algumas modalidades, ferramentas de edicdo de ge-
noma terapéutico sdo fornecidas que compreende RNAs guia modifi-
cados. Os RNAs guias modificados aqui descritos podem melhorar a
estabilidade do RNA guia e do complexo RNA guia / Cas9 e melhorar
a atividade de Cas9 (por exemplo, SpyCas9 e equivalentes) para clivar
o DNA alvo. Em algumas modalidades, o RNA guia € um sgRNA. Em
algumas modalidades, 0 RNA guia € um dgRNA. Em algumas modali-
dades, o RNA guia é um tracrBRNA. Em algumas modalidades, o RNA
guia € um crRNA.

[006] Os RNAs guia descritos no presente documento compreen-
dem pelo menos um nucleotideo modificado. As modificacbes podem
incluir ligacdo 2'-O-metil (2'-O-Me), 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), 2'-
fluoro (2'-F), fosforotioato (PS) entre nucleotideos, substituicbes G-C e
ligagbes abasicas invertidas entre nucleotideos e seus equivalentes.
Modalidades da inveng¢éao incluem:

[007] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
englobado que compreende uma modificagao na extremidade 5' e uma
ou mais modificacées em um ou mais dos seguintes: a regiao de haste
superior; a regiao de grampo 1; e a regiao de grampo 2, em que a mo-
dificacao da extremidade 5' compreende pelo menos duas ligacdes de
fosforotioato nos primeiros sete nucleotideos na extremidade 5' do
terminal 5'. Em alguns casos, a modificacdo € um nucleotideo modifi-
cado com 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modalidades, a modifica-
cao € um nucleotideo modificado 2'-fluoro (2'-F).

[008] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes em US1 a US12 e/ou uma modificagdo em H1-1 e/ou uma modi-
ficacdo em H2-1. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende

modificagbes em H1-1 a H1-12 e/ou H2-1 a H2-15. Em algumas moda-
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lidades, o sgRNA compreende uma ou mais modificagbes em cada
uma das regides de haste superior, regiao de grampo 1 e regiao de
grampo 2. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende um nucle-
otideo modificado entre as regibes de grampo 1 € de grampo 2. Em
algumas modalidades, o sgRNA compreende uma modificacdo na re-
giao de haste inferior.

[009] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma mo-
dificagdo no terminal 5' e/ou no terminal 3'. Em algumas modalidades,
o sgRNA compreende uma modificacdo de extremidade 3' no terminal
3. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende modificacées em
pelo menos dois dos ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do
terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma mo-
dificagao de extremidade 5' no terminal 5'. Em algumas modalidades, o
sgRNA compreende modificacfes em pelo menos dois dos primeiros
quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5'. Em algumas mo-
dalidades, o sgRNA compreende uma modificacdo de extremidade 3'
no terminal 3' e uma modificacdo de extremidade 5' no terminal 5'. Em
algumas modalidades, o sgRNA compreende modificagcbes em pelo
menos dois dos ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3' € em pelo menos dois dos primeiros quatro nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5. Em alguns casos, essas modificacdes
sao ligacbes 2'-O-Me, 2'-F, 2'-O-moe ou fosforotioato (PS) que ligam
0s nucleotideos. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende li-
gacbes de PS entre pelo menos dois dos uUltimos quatro nucleotideos
na extremidade 3' do terminal 3' e/ou pelo menos dois dos primeiros
quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5. Em alguns ca-
sos, 0 sgRNA compreende terminal 5' e terminal 3' com mais de uma
modificacdo como descrito aqui, como, com ligacdes de PS e modifi-
cacdes de 2'-O-Me.

[0010] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma mo-
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dificacao na regiao de protuberancia. Em algumas modalidades, 50%
dos nucleotideos na regido de protuberancia sdo modificados, em que
a modificacao é 2'-O-Me ou 2'-F.

[0011] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma mo-
dificacao na regido de nexo. Em algumas modalidades, o sgRNA com-
preende modificagdes em N15, N16, N17 e/ou N18 na regido de nexo,
em que a modificacao € 2'-O-Me ou 2'-F. Em alguns casos, N16, N17 e
N18 estdo ligados a ligagbes de PS.

[0012] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende pelo me-
nos os trés primeiros nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e
os trés ultimos nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo modi-
ficados.

[0013] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
¢bes no terminal 3' e/ou terminal 5. Em alguns casos, 0s primeiros
quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e os ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3' estdo ligados com
ligacbes de fosforotioato (PS). Em algumas modalidades, a modifica-
cao de 5' e 3' compreende 2'-O-Me ou 2'-O-moe. Em algumas modali-
dades, a modificacdo de 5' e 3' compreende 2'-F. Em algumas modali-
dades, a modificacdo de 5' e/ou 3' compreende ligacdes de PS ligando
nucleotideos. Em algumas modalidades, a modificacdo de 5' e/ou 3'
compreende um ou mais de 2'-O-Me, 2'-O-moe, 2'-F e PS que ligam os
nucleotideos.

[0014] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes nos primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal
5' e nos ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3.
Em alguns casos, estas modificacbes estado ligando a ligacdo de PS
(isto &, ligacdes de PS que ligam os primeiros quatro e os ultimos qua-
tro nucleotideos). Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente

compreende modificagées de 2'-O-Me nos primeiros trés nucleotideos
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na extremidade 5' do terminal 5' e nos ultimos trés nucleotideos na ex-
tremidade 3' do terminal 3.

[0015] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes nos primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal
5' e os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3/,
em que as modificacbes sdo pelo menos ligacdes de PS ligando os
quatro nucleotideos, e ainda em que os trés primeiros nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos trés nucleotideos na extre-
midade 3' do terminal 3' compreendem 2'-O-Me, 2'-O-moe, ou modifi-

cacoes de 2'-F.

[0016] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12, em que a modificacao é 2'-O-
Me ou 2'-F.

[0017] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-

cbes em cada um dos nucleotideos na regido de protuberancia, em
que a modificacao é 2'-O-Me ou 2'-F.
[0018] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes em cada um dos nucleotideos na regido de haste superior, em
que a modificacao é 2'-O-Me ou 2'-F.
[0019] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes em cada um dos nucleotideos na regido de grampo 1, em que a
modificacao é 2'-O-Me ou 2'-F.
[0020] Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende modifica-
cbes em cada um dos nucleotideos na regido de grampo 2, em que a
modificacao é 2'-O-Me ou 2'-F.
[0021] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nas seguintes po-
sicoes:

a. os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5' do ter-

minal 5';
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b. LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e/ou LS12 na regido de haste
inferior;
B1 e/ou B2 na regiao de protuberancia;
. cada nucleotideo na regido de haste superior;

.N16, N17 e/ou N18 na regiao de nexo;

-~ 0o a o

cada nucleotideo na regido de grampo 1;

. cada nucleotideo na regido de grampo 2; e

I «©

. 0s Ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3".
[0022] Em algumas modalidades, B3-B6 sao modificados com 2'-
O-Me. Em alguns casos, o sgRNA adicionalmente compreende trés
ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos
na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ulti-
mos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'. Em algumas
modalidades, o sgRNA compreende modificacdes de 2'-F em LS9 e
LS10. Em algumas modalidades, o0 sgRNA compreende 2'-F modifica-
cbes em N15, N16, N17 e N18. Em algumas modalidades, o sgRNA
compreende 2'-F modificacbes em H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13,
H2-14 e H2-15. Em algumas modalidades, o sgRNA compreende 2'-F
modificacbes no segundo ao ultimo, terceiro ao ultimo e quarto ao ul-
timo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3.
[0023] Em algumas modalidades, um sgRNA €& englobado que
compreende nucleotideos modificados com 2'-F nas seguintes posi-
coes:

a. LS9 e LS10 na regido de haste inferior;

b. N15, N16, N17 e N18 na regiao de nexo; e

c. H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 e H2-15 na re-
giao de grampo 2.
[0024] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende nucleoti-

deos modificados com 2'-F no pendultimo, terceiro ao ultimo e quarto ao
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ultimo nucleotideo no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA
compreende trés ligagcbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de
PS ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do termi-
nal 3'. Em algumas modalidades, 0 sgRNA compreende nucleotideos
modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e nucleotideos modificados com 2'-O-Me
ou 2'-F nos trés dos ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do
terminal 3'.
[0025] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me opcionais em LS1
e/ou LS6;

¢. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. Nucleotideo modificado opcional 2'-O-Me entre grampo 1
e grampo 2,;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'; e opcionalmente
[0026] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.

[0027] Em algumas modalidades, um sgRNA €& englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
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nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';
b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS1-LS6;
c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;
d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;
e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'; e opcionalmente
[0028] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.

[0029] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS2-LS5;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1 e LS6;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3' e opcionalmente
[0030] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-

oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
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do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.
[0031] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3',
[0032] e opcionalmente que compreende adicionalmente trés liga-
cbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.
[0033] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
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e Grampo 2;
g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3',
[0034] e opcionalmente que compreende adicionalmente trés liga-
cbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.
[0035] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS8, LS10 e

LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-F em LS7, LS9 e
LS11;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;
e

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3', e opcionalmente
[0036] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.
[0037] Em algumas modalidades, um sgRNA €& englobado que
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compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8,LS11 e LS12

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3', e opcionalmente
[0038] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3'
[0039] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8, LS11 e LS12;

c. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;
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h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3', e opcionalmente
[0040] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.
[0041] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

d. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-8;

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-9 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo,
terceiro do ultimo e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

h. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me no ultimo nucle-
otideo no terminal 3', e opcionalmente
[0042] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3.
[0043] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-2, H1-4,
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H1-6, H1-8, H1-10 € H1-12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em H1-1, H1-3, H1-5,
H1-7, H1-9 e H1-11;

e. um nucleotideo modificado 2'-F entre Grampo 1 e Gram-
po 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-2, H2-4, H2-6,
H2-8, H2-10, H2-12; e H2-14;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1, H2-3,
H2-5, H2-7, H2-9, H2-11; H2-13 € H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo
e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

i. Nucleotideo modificado com 2'-O-Me no terceiro do Ulti-
mo e ultimo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3,
[0044] e opcionalmente que compreende adicionalmente trés liga-
cbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.
[0045] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me LS8, LS10, LS12,
H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1-10, H1-12, H2-1, H2-3, H2-5, H2-7, H2-9,
H2-11, H2-13 e H2-15; e

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS7, LS9, LS11;
H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9, H1-11, H1-13, H2-2, H2-4, H2-6, H2-8,
H2-10, H2- 12 e H2-14, e opcionalmente
[0046] que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-
oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos na extremidade 3' do terminal 3'; e opcionalmente que adicional-

mente compreende:
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c¢. nucleotideos modificados com 2'-O-Me no ultimo e tercei-
ro a ultimo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3'; e/ou

d. nucleotideos modificados com 2'-F no pendultimo, quarto
ao ultimo e/ou ultimo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3.
[0047] Em algumas modalidades, um sgRNA é englobado que
compreende os acidos nucléicos de qualquer uma das SEQ ID Nos:
228-353, incluindo as modificacbes da Tabela 4. Em algumas modali-
dades, um sgRNA ¢é englobado que compreende qualquer uma das
SEQ ID Nos: 228-332, incluindo as modificacbes da Tabela 4. Em al-
gumas modalidades, um sgRNA é englobado que compreende qual-
quer das SEQ ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-329, incluindo as modi-
ficacbes da Tabela 4. Em algumas modalidades, um sgRNA é englo-
bado que compreende a SEQ ID No. 240. Em algumas modalidades,
um sgRNA é englobado que compreende a SEQ ID No.240, incluindo
as modificacdes da Tabela 4. Em algumas modalidades, um sgRNA é
englobado que compreende a SEQ ID No.242. Em algumas modalida-
des, um sgRNA é englobado que compreende a SEQ ID No: 358. Em
modalidades adicionais, um sgRNA que compreende acidos nucleicos
tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou
70% de identidade com os acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ
ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-329, em que a modificacdo em cada
nucleotideo do sgRNA que corresponde a um nucleotideo do identifi-
cador de sequéncia de referéncia na Tabela 4, € idéntica ou equivalen-
te a modificacdo mostrada no identificador de sequéncia de referéncia
na Tabela 4, opcionalmente que adicionalmente compreende trés liga-
cbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'. Em algumas mo-
dalidades, o sgRNA adicionalmente compreende pelo menos trés liga-

cbes de PS ligando os nucleotideos na regido de grampo 1. Em algu-

Peticdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 27/390



15/177

mas modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende pelo menos
trés ligacbes de PS ligando os nucleotideos na regidao de grampo 2.
Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende pelo
menos trés ligacdes de PS ligando os nucleotideos na regido de haste
superior. Em algumas modalidades, o sgRNA forma um complexo ri-
bonucleoproteico com Cas9 de S. pyogenes.

LEGENDAS DAS FIGURAS

[0048] A FIG 1 mostra a percentagem de edicao como medida pe-
la sequéncia de nova geracao (NGS) do gene de transtirretina de ca-
mundongo (TTR) apos transfeccao de células Neuro2A com crBNAs
modificados em conjunto com Cas9 mRNA e trBRNA ndo modificado
(TR000002).

[0049] A FIG 2 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com trRNAs modificados juntamente com crRNA ndo modifi-
cado (CR000686) e Cas9 mRNA.

[0050] A FIG 3 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com Cas9 mRNA e crBNAs e trRNAs tendo pares G-C nao
encontrados em sequéncias parentais.

[0051] A FIG 4 mostra a percentagem de edicao medida por NGS
do gene de TTR de camundongo apds transfeccao de células Neuro2A
com crRNAs e trBRNAs modificados em conjunto com Cas9 mRNA.
Desvios padrao seguem o valor.

[0052] A FIG 5 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com sgRNAs modificados em conjunto com Cas9 mRNA.
[0053] A FIG 6 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células

Neuro2A com crBNAs modificados e trBNA nao modificado
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(TR0O00002) em conjunto com Cas9 mRNA. O asterisco indica um guia
duplo que, por motivos técnicos, nao mostrou atividade nesse experi-
mento. Este guia duplo foi testado novamente no experimento repre-
sentado na Figura 9, em que mostrou atividade de edicao.

[0054] A FIG 7 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com crBNA ndo modificado (CR000686) € trRNAs modifica-
dos em conjunto com Cas9 mRNA.

[0055] A FIG 8 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com Cas9 mRNA e emparelhamentos de crBRNA e trRNA
com emparelhamentos G-C ou incompatibilidades G-U nao encontra-
dos nas sequéncias parentais.

[0056] A FIG 9 mostra a percentagem de edicdo como medida por
NGS do gene de TTR de camundongo apés transfeccdo de células
Neuro2A com crRNAs modificados e trRNAs modificados em conjunto
com Cas9 mRNA. Desvios padréo seguem o valor.

[0057] A FIG 10 mostra a percentagem de edicao medida por NGS
do gene de TTR de camundongo apds transfeccao de células Neuro2A
com sgRNAs modificados em conjunto com Cas9 mRNA.

[0058] A Fig. 11 mostra a percentagem de edicao como medida
por NGS do gene do Fator VIl de camundongo (FVII) apds transfeccao
de células Neuro2A com gRNA modificados em conjunto com Cas9
mRNA.

[0059] As Figuras 12A e 12B mostram a percentagem de edicao
medida por NGS de TTR de camundongo (FIG 12A) ou FVII (FIG 12B)
apos transfeccao de células Neuro2A com crBRNAs modificados e trR-
NA ndo modificado juntamente com Cas9 mRNA.

[0060] As Figuras 13A e 13B mostram a percentagem de edicao
medida por NGS de TTR de camundongo (FIG 13A) ou FVII (FIG 13B)
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apos transfeccao de células Neuro2A com trBRNAs modificados e crR-
NA ndo modificado em conjunto com Cas9 mRNA.

[0061] As Figuras 14A, 14B, 14C e 14D mostram niveis de interfe-
ron alfa (IFN-alfa, 14A), interleucina 6 (IL-6, 14B), proteina quimiotatica
de monécitos 1 (MCP-1, 14C) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa, 14D) no soro ap6s administragéo in vivo de LNPs que compreen-
de Cas9 mRNA e sgRNAs.

[0062] As Figuras 15A, 15B e 15C mostram resultados in vivo
apo6s a administracdo de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgR-
NAs. A FIG 15A mostra a percentagem da edicao total no figado. A
FIG 15B mostra niveis de TTR no soro. A FIG 15C mostra a média e o
desvio padrao para os resultados da FIG 15A. A FIG 15D resume mo-
dificagbes ao sgRNA G000209 (SEQ ID NO: 228). A FIG 15E resume
modificagbes ao sgRNA G000267 (SEQ ID NO: 234). Nas Figuras 15D
e 15E, os nucleotideos em negrito sdo modificados com 2'-O-Me.
[0063] As Figuras 16A, 16B, 16C e 16D mostram niveis de interfe-
ron alfa (IFN-alfa, 16A), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa, 16B),
interleucina 6 (IL-6, 16C) e proteina quimiotatica de monécito 1 (MCP-
1, 16D) no soro apds administracao in vivo de LNPs que compreende
Cas9 mRNA e sgRNAs.

[0064] As Figuras 17A, 17B, 17C e 17D mostram resultados in vivo
apo6s a administracdo de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgR-
NAs. A FIG 17A mostra a percentagem da edicao total no figado. A
FIG 17B mostra a média e o desvio padrao para os resultados da FIG
17A. A FIG 17C mostra niveis de TTR no soro. A FIG 17D mostra a
média e o desvio padrao para os resultados da FIG 17B.

[0065] As Figuras 18A, 18B e 18C mostram resultados in vivo
apo6s a administracdo de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgR-
NAs. A FIG 18A mostra a percentagem da edicao total no figado. A
FIG 18B resume os dados de edi¢ao do figado. A FIG 18C mostra ni-
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veis de TTR no soro. MPK = miligramas por quilograma; BLOD = abai-
xo do nivel de deteccéo.

[0066] As Figuras 19A, 19B, 19C e 19D mostram niveis de interfe-
ron alfa (IFN-alfa, 19A), proteina quimiotatica de mondécitos 1 (MCP-1,
19B), interleucina 6 (IL-6, 19C) e fator de necrose tumoral alfa. (TNF-
alfa, 19D) no soro ap6s administragéo in vivo de LNPs que compreen-
de Cas9 mRNA e sgRNAs.

[0067] As Figuras 20A e 20B mostram a edicao no figado do locus
FVII (FIG 20A) e do locus TTR (FIG 20B) apds a administracdo in vivo
de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgRNAs.

[0068] As Figuras 21A, 21B e 21C mostram esquemas de um
sgRNA anotado (SEQ ID NO: 341) (FIG 21A), dgRNA CR000686 nao
anotado (SEQ ID NO: 1) e TR000002 (SEQ ID NO: 188) (FIG 21B), e
dgRNA CR000686 anotado (SEQ ID NO: 1) e TR000002 (SEQ ID NO:
188) (FIG 21C).

[0069] As Figuras 22A, 22B e 22C mostram resultados in vivo
apo6s a administracdo de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgR-
NAs. A FIG 22A mostra a percentagem da edicao total do locus de
TTR no figado. A FIG 22B resume os dados de edicao do figado. A
FIG 22C mostra os niveis de TTR no soro.

[0070] As Figuras 23A, 23B e 23C mostram resultados in vivo
apo6s a administracdo de LNPs que compreende Cas9 mRNA e sgR-
NAs. A FIG 23A mostra a percentagem da edicao total do locus de
TTR no figado. A FIG 23B resume os dados de edicao do figado. A
figura 23C mostra os niveis de TTR no soro.

[0071] As Figuras 24A, 24B e 24C mostram edicao em hepatocitos
primarios de murganho ap6s administracdo de LNPs que compreende
Cas9 mRNA e sgRNAs. A FIG 24A mostra a percentagem de edicao
da edicdo total do locus TTR. A FIG 24B mostra transformacdes nor-

malizadas da percentagem de edicdo como uma funcao da dose de
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MRNA usada para calcular EC50. A FIG 24C mostra valores EC50 pa-
ra as LNPs testados.

DESCRICAO DETALHADA

[0072] Sao aqui fornecidos RNAs guias modificados, incluindo
RNAs guias duplos e Unicos para uso em métodos de edicdo de ge-
nes. As guias modificadas sao mais estaveis e apresentam eficacia in
vitro e in vivo melhorada, quando comparadas as suas contrapartes
nao modificadas. Sequéncias de RNAs guias de engenharia e testados

sao mostradas na Tabela 4.
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
crBNA
1 CR000686 nao modificado CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGCUAUGC
UGUUUUG
2 CR003393 CR686-1 superior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAMGmMCmU
MAMUMGMCmUmGmUmMUmUmUmMG
3 CR003394 |CR686-2 superior parcial CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGCUAMUmM
GMmCmUmGmUmUmUmUmG
4 CR003395 |CR686-3 superior parcial CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGCUAUGC
mUmGmUmUmUmUmG
5 CR003396 |CR686-4 superior parcial CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGCUAUGC
UGUmUmUmUmG
6 CR003397 |CR686-5 inferior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGMUMUMUmMUmMAGA
GCUAUGCUGUUUUG
7 CR003398 |CR686-6 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
8 CR003399 |CR686-7 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGmMUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
9 CR003400 CR686-8 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUMUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
10 CR003401 CR686-9 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUMUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
11 CR003402 |CR686-10 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUMUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
12 CR003403 |CR686-11 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUmMAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
13 CR003404 |CR686-12 inferior parcial CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGMUMUMUMUAGAGC
UAUGCUGUUUUG
14 CR003405 |CR686-13 inferior parcial CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUMUMUUAGAGCUAU
GCUGUUUUG
15 CR003406 |CR686-GC1 GC inferior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGGCGCAGAGCUAUGC
UGUUUUG
16 CR003407 |CR686-GC3 GC superior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGCUAUGC
UGGCGCG
17 CR003408 |CR686-GC5 GC superior Inferior| CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGGCGCAGAGCUAUGC
UGGCGCG
18 CR003409 |CR686 all OMe MCMCMAMGMUMCMCmMAMGMCMGMAMGMGmMCMA
MAMAMGMGMGMUMUMUMUMAMGMAMGmMCmUmMAmM
UmGmCmUmGmUmUmUmUmG
19 CR003393- superior GUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm
mod only UmG
20 CR003394 - superior parcial GUUUUAGAGCUAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMmUmMUmMG
mod only
21 CR003395 - superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCMUMGmMmUmMUmMUmMUmMG
mod only
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia

ID NO

22 CR003396 - superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCUGUMUMUmMUmMG
mod only

23 CR003397 - inferior MGMUmUmUmUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only

24 CR003398 - caminhando para |mMGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

25 CR003399 - caminhando para |GmUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

26 CR003400 - caminhando para |GUMUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

27 CR003401 - caminhando para |GUUmMUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

28 CR003402- caminhando para |GUUUmMUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

29 CR003403- caminhando para |GUUUUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only inferior

30 CR003404 - inferior parcial GmUmUmUmMmUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only

31 CR003405 - inferior parcial GUmUmMUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only

32 CR003721 CR686-14 superior e inferior |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGmMGUUUMUMAGAMGmM

CmUmAMUmMGMCmUmMmGmMmUmUmUmUmG
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia

ID NO

33 CR003722 |CR686-15 combo inferior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGUUUMUMAGAGCUA

UGCUGUUUUG

34 CR003723 |CR686-16 combo superior, CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGUUUUMAGAMGmMC
inferior MUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG

35 CR003724 |CR686-17 combo inferior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGUUUUMAGAGCUAU

GCUGUUUUG

36 CR003725 |CR686-18 combo superior, CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGUUUUAGAMGmMCm
inferior UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG

37 CR003726 |CR686-19 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAMGAMGMCm
nexo UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG

38 CR003727 |CR686-20 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGMAMGMCm
nexo UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG

39 CR003728 |CR686-21 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAfGAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

40 CR003729 |CR686-22 caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGIAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

41 CR003730 |CR686-23 2'F caminhando CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGIUUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

42 CR003731 CR686-24 2'F caminhando CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUfUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

43 CR003732 |CR686-25 2'F caminhando CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUfUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCMUMGMUmMUmMUmUmMG
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
44 CR003733 |CR686-26 2'F caminhando CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmMGmUmUmUmUmG
45 CR003734 |CR686-27 2'F combo inferior | CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGTGIUTUIUTUTAGAMGmMC
MUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
46 CR003735 |CR686-28 inferior alt CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGIGmUfUMUfUMAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
47 CR003736 |CR686-29 inferior alt CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGMGIUMUIUMUIAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
48 CR003737 |CR686-GC6 GC inferior CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUCUCAGAMGmMCmU
MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
49 CR003738 |CR686-GC7 Caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGCUUUAGAMGmMCmU
inferior C MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
50 CR003739 |CR686-GC8 Caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUCUUAGAMGmMCmU
inferior C MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
51 CR003740 |CR686-GC9 Caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUCUAGAMGmMCmU
inferior C MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
52 CR003741 CR686-GC10 |Caminhando para |CCAGUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUCAGAMGmMCmU
inferior C MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
53 CR003721- |CR686-14-mod |superior € inferior | mMGUUUMUMAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMUmMU
mod only only mUmUmG
54 CR003722- |CR686-15-mod |combo inferior mGUUUmMUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only
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ID NO

55 CR003723- |CR686-16-mod |combo superior, MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUm
mod only only inferior UmUmG

56 CR003724- |CR686-17-mod |combo inferior mGUUUUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only

57 CR003725- |CR686-18-mod |combo superior, MGUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMmGmUmUmMU
mod only only inferior mUmG

58 CR003726- |CR686-19-mod |caminhando para |GUUUUAMGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMU
mod only only nexo mUmG

59 CR003727- |CR686-20-mod |caminhando para |GUUUUAGMAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmUmMU
mod only only nexo mUmG

60 CR003728- |CR686-21-mod |caminhando para |GUUUUAfGAMGMCmUMAMUMGMCmMmUmMGmMmUmMUmUm
mod only only nexo UmG

61 CR003729- |CR686-22-mod |caminhando para |GUUUUAGIAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmUm
mod only only nexo UmG

62 CR003730- |CR686-23-mod |2'F caminhando GfUUUUAGAMGMCmUMAMUMGmMCmUmMGmUmUmUm
mod only only para inferior UmG

63 CR003731- |CR686-24-mod |2'F caminhando GUfUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

64 CR003732- |CR686-25-mod |2'F caminhando GUUTUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

65 CR003733- |CR686-26-mod |2'F caminhando GUUUTUAGAMGMCmUMAMUMGmMCmUmGmUmUmUm
mod only only para inferior UmG
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ID NO
66 CR003734- |CR686-27-mod |2'F combo inferior |[fGIUfUIUfUTAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmMUm
mod only only UmUmG
67 CR003735- |CR686-28-mod |inferior alt fGMUfUmMUTUMAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUm
mod only only UmUmUmG
68 CR003736- |CR686-29-mod |inferior alt MGIUMUIUMUfAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMUm
mod only only UmUmUmG
69 CR003737- |CR686-GC6- |GC inferior GUCUCAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm
mod only mod only UmG
70 CR003738- |CR686-GC7- |Caminhando para |GCUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmMmUmMGmMmUmMUmUm
mod only mod only inferior C UmG
71 CR003739- |CR686-GC8- |Caminhando para |GUCUUAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmUm
mod only mod only inferior C UmG
72 CR003740- |CR686-GC9- |Caminhando para |GUUCUAGAMGMCmMUMAMUMGMCmMmUmMGmMmUmMUmUm
mod only mod only inferior C UmG
73 CR003741- |CR686-GC10- |Caminhando para |GUUUCAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmUm
mod only mod only inferior C UmG
74 CR000705 ndo modificado UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAUGC
UGUUUUG
75 CR004188 |CR705-1 superior UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGMCmUm
AmUmGmMCmUmGmUmUmUmUmG
76 CR004189 |CR705-2 superior parcial UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAMUmM
GmCmUmGmUmUmUmUmG
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ID NO
77 CR004190 |CR705-3 superior parcial UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAUGC
mUmGmUmUmUmUmG
78 CR004191 CR705-4 superior parcial UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAUGC
UGUmUmUmUmG
79 CR004192 |CR705-5 inferior UUACAGCCACGUCUACAGCAMGMUmMUmMUMUMAGA
GCUAUGCUGUUUUG
80 CR004193 |CR705-6 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
81 CR004194 |CR705-7 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGmMUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
82 CR004195 |CR705-8 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUMUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
83 CR004196 |CR705-9 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUmMUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
84 CR004197 |CR705-10 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUMUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
85 CR004198 |CR705-11 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUMAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
86 CR004199 |CR705-14 superior e inferior |UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUMUMAGAMGMC
MUMAMUMGMCmUmMGmUmUmUmUmG
87 CR004200 |CR705-15 combo inferior UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUMUMAGAGCUA
UGCUGUUUUG
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88 CR004201 CR705-16 combo superior, UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUMAGAMGmMCm
inferior UmAMUmMGMCmUmMGmUmUmUmUmG

89 CR004202 |CR705-17 combo inferior UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUMAGAGCUAU

GCUGUUUUG

90 CR004203 |CR705-18 combo superior, UUACAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUAGAMGmMCmU
inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

91 CR004204 |CR705-19 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAMGAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

92 CR004205 |CR705-20 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGMAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

93 CR004206 |CR705-21 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAIGAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

94 CR004207 |CR705-22 caminhando para |UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGIFAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

95 CR004208 |CR705-23 2'F caminhando UUACAGCCACGUCUACAGCAGIUUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

96 CR004209 |CR705-24 2'F caminhando UUACAGCCACGUCUACAGCAGUfUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

97 CR004210 |CR705-25 2'F caminhando UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUTUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG

98 CR004211 CR705-26 2'F caminhando UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
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99 CR004212 |CR705-27 2'F combo inferior |UUACAGCCACGUCUACAGCAIGTUfUfUTUFAGAMGmMCm
UmAMUmMGMCmUmMGmUmUmUmUmG
100 |CR004213 |CR705-28 inferior alt UUACAGCCACGUCUACAGCAIGmUfUMmUIUmMAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmUmUmUmMG
101 |CR004214 |CR705-29 inferior alt UUACAGCCACGUCUACAGCAMGIUMUIUMUTAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
102 |CR004215 |CR705-GCH1 GC inferior UUACAGCCACGUCUACAGCAGGCGCAGAGCUAUGC
UGUUUUG
103 |CR004216 |CR705-GC3 GC superior UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAUGC
UGGCGCG
104 |CR004188- |CR705-1-mod |superior GUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm
mod only only UmG
105 |CR004189- |CR705-2-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMmUmMUmMG
mod only only
106 |CR004190- |CR705-3-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCMUMGmMmUmMUmMUmMUmMG
mod only only
107 |CR004191- |CR705-4-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCUGUMUMUmMUmMG
mod only only
108 |CR004192- |CR705-5-mod |inferior MGMUmUmUmUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only
109 |CR004193- |CR705-6-mod |caminhando para |mGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior
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110 |CR004194- |CR705-7-mod |caminhando para |GmUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior

111 |CR004195- |CR705-8-mod |caminhando para |GUmMmUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only- only inferior
mod only

112 | CR004196- |CR705-9-mod |caminhando para |GUUMUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior

113 | CR004197- |CR705-10-mod |caminhando para |GUUUmMUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior

114 | CR004198- |CR705-11-mod |caminhando para |GUUUUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior

115 |CR004199- |CR705-14-mod |superior € inferior |mMGUUUMUMAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMUmU
mod only only mUmUmG

116 |CR004200- |CR705-15-mod |combo inferior mGUUUMUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only

117 | CR004201- |CR705-16-mod |combo superior, MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUm
mod only only inferior UmUmG

118 |CR004202- |CR705-17-mod |combo inferior mGUUUUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only

119 | CR004203- |CR705-18-mod |combo superior, MGUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMmGmUmUmMU
mod only only inferior mUmG

120 | CR004204- |CR705-19-mod |caminhando para |GUUUUAMGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmUmMU
mod only only nexo mUmG
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121 |CR004205- |CR705-20-mod |caminhando para |GUUUUAGMAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmUmMU
mod only only nexo mUmG

122 |CR004206- |CR705-21-mod |caminhando para |GAMGMCMUmMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMmUmMmUmMG
mod only only nexo

123 | CR004207- |CR705-22-mod |caminhando para |GFAMGMCmMUmMAMUMGMCmUmMGmMmUmMmUmMUmMUmMG
mod only only nexo

124 | CR004208- |CR705-23-mod |2'F caminhando GIUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

125 | CR004209- |CR705-24-mod |2'F caminhando GUfUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

126 |CR004210- |CR705-25-mod |2'F caminhando GUUTUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

127 |CR004211- |CR705-26-mod |2'F caminhando GUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG

128 |CR004212- |CR705-27-mod |2'F combo inferior |[fGIUIUIUfUTAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMUmMUmM
mod only only UmUmG

129 | CR004213- |CR705-28-mod |inferior alt fGMUfUmMUTUMAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUm
mod only only UmUmUmG

130 |CR004214- |CR705-29-mod |inferior alt MGIUMUIUMUfAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMUm
mod only only UmUmUmG

131 | CR000657 nao modificado CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGCUAUGC

UGUUUUG
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132 |CR004218 |CR657-1 superior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMGmMCmU
MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
133 |CR004219 |CR657-2 superior parcial CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGCUAmMUmM
GmCmUMmGmMUmUmUmUmG
134 |CR004220 |CR657-3 superior parcial CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGCUAUGC
MUmGmUmUmUmUmG
135 | CR004221 CR657-4 superior parcial CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGCUAUGC
UGUmUmUmUmG
136 |CR004222 |CR657-5 inferior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCMGmMUmUmMUmMUmMAGA
GCUAUGCUGUUUUG
137 |CR004223 |CR657-6 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCmMGUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
138 |CR004224 |CR657-7 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGmMUUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
139 |CR004225 |CR657-8 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUmMUUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
140 |CR004226 |CR657-9 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUmMUUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
141 | CR004227 |CR657-10 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUMUAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
142 | CR004228 |CR657-11 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUMAGAGCUAUG
inferior CUGUUUUG
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143 |CR004229 |CR657-14 superior e inferior |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCmMGUUUMUMAGAMGmM
CmUmAMUMGMCmUmMGmMmUmUmUmUmMG
144 | CR004230 |CR657-15 combo inferior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUMUMAGAGCUA
UGCUGUUUUG
145 | CR004231 CR657-16 combo superior, CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGAMGmMGC
inferior MUMAMUmMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
146 |CR004232 |CR657-17 combo inferior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGAGCUAU
GCUGUUUUG
147 |CR004233 |CR657-18 combo superior, CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUAGAMGmMCm
inferior UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG
148 |CR004234 |CR657-19 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAMGAMGMCm
nexo UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG
149 | CR004235 |CR657-20 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGMAMGMCm
nexo UmAMUmGMCmUmGmUmUmUmUmG
150 |CR004236 |CR657-21 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAfGAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
151 | CR004237 |CR657-22 caminhando para |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGIAMGmMCmU
nexo MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
152 |CR004238 |CR657-23 2'F caminhando CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGfUUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
153 |CR004239 |CR657-24 2'F caminhando CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUfUUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmGmUmUmUmUmG
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154 | CR004240 |CR657-25 2'F caminhando CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUIUUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmMGmUmUmUmUmG
155 | CR004241 CR657-26 2'F caminhando CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUfUAGAMGmMCmU
para inferior MAMUMGMCmUmMGmUmUmUmUmG
156 |CR004242 |CR657-27 2'F combo inferior |CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCIGIUIUfUfUTAGAMGmMC
MUMAMUmMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
157 |CR004243 |CR657-28 inferior alt CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCIGmUIUmUfUmMAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
158 |CR004244 |CR657-29 inferior alt CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCmMGIUmUfUMUTAGAMG
MCMUMAMUMGMCmUmGmMmUmUmUmUmG
159 |CR004245 |CR657-GCH1 GC inferior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGGCGCAGAGCUAUGC
UGUUUUG
160 |CR004246 |CR657-GC3 GC superior CAGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGCUAUGC
UGGCGCG
161 |CR004218- |CR657-1-mod |superior GUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm
mod only only UmG
162 |CR004219- |CR657-2-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMmUmMUmMG
mod only only
163 |CR004220- |CR657-3-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCMUMGmMmUmMUmMUmMUmMG
mod only only
164 |CR004221- |CR657-4-mod |superior parcial GUUUUAGAGCUAUGCUGUMUMUmMUmMG
mod only only
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165 |CR004222- |CR657-5-mod |inferior mMGmMUmUmUmUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only
166 |CR004223- |CR657-6-mod |caminhando para |mGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior
167 |CR004224- |CR657-7-mod |caminhando para |GmUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior
168 |CR004225- |CR657-8-mod |caminhando para |GUmMUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior
169 |CR004226- |CR657-9-mod |caminhando para |GUUMUUAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior C@’
170 |CR004227- |CR657-10-mod |caminhando para |GUUUmMUAGAGCUAUGCUGUUUUG J
mod only only inferior ~
171 | CR004228- |CR657-11-mod |caminhando para |GUUUUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only inferior
172 |CR004229- |CR657-14-mod |superior e inferior | mGUUUMUMAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmUmMU
mod only only mUmUmG
173 | CR004230- |CR657-15-mod |combo inferior mGUUUMUMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only
174 | CR004231- |CR657-16-mod |combo superior, MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUm
mod only only inferior UmUmG
175 | CR004232- |CR657-17-mod |combo inferior mGUUUUmMAGAGCUAUGCUGUUUUG
mod only only
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176 | CR004233- |CR657-18-mod |combo superior, MGUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMmGmUmUmMU
mod only only inferior mUmG
177 |CR004234- |CR657-19-mod |caminhando para |GUUUUAMGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMU
mod only only nexo mUmG
178 | CR004235- |CR657-20-mod |caminhando para |GUUUUAGMAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmMU
mod only only nexo mUmG
179 | CR004236- |CR657-21-mod |caminhando para |GUUUUAfGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmUm
mod only only nexo UmG
180 |CR004237- |CR657-22-mod |caminhando para |GUUUUAGIAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUmUm
mod only only nexo UmG &
181 |CR004238- |CR657-23-mod |2'F caminhando GIUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUMGmMUmUmUm 3
mod only only para inferior UmG ~
182 |CR004239- |CR657-24-mod |2'F caminhando GUfUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG
183 |CR004240- |CR657-25-mod |2'F caminhando GUUTUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG
184 |CR004241- |CR657-26-mod |2'F caminhando GUUUUAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUmUmUm
mod only only para inferior UmG
185 |CR004242- |CR657-27-mod |2'F combo inferior |[fGIUIUIUfUTAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmMGmMmUmMUm
mod only only UmUmG
186 |CR004243- |CR657-28-mod |inferior alt fGMUfUmMUTUMAGAMGMCmUMAMUMGMCmUmMGmMUm
mod only only UmUmUmG
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187 |CR004244- |CR657-29-mod |inferior alt MGIUMUTUMUTAGAMGMCmMUMAMUMGMCmUmGmUm

mod only only UmUmUmG
trBRNA

188 | TR0O00002 nao modificado AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
Uuu

189 |TR0O00110 TR2-v2-1 cauda encurtada AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

190 | TRO00111 TR2-v2-2 Superior, grampos | MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMAmMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGmG
MmMUmGmCmUmUmUmU

191 | TR000112 TR2-v2-3 superior apenas MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCG
AGUCGGUGCUUUU

192 |TR000113 TR2-v2-4 grampo 1 AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGGCAC
CGAGUCGGUGCUUUU

193 |TR0O00114 TR2-v2-5 grampo 2 AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGMGMCMAMCMCmMGmMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmUmUmUmU
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194 | TR0O00115 TR2-v2-6 superior, grampo 2 |MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGMGMCmMA
MCMCMGMAMGMUMCMGmMGMUMGMCmUmUmUmU
195 |TR000116 |TR2-v2-7 ambos grampos AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAMAMCmMUMUMGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMC
MAMCMCMGMAMGMUMCmMGMGmMUMGMCmUmUmU
mU
196 |TRO000117 |TR2-v2-8 caminhando para |AACAGCAUAGCAAGUmMUMAAAAUAAGGCUAGUCCG
inferior UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU
Uuu
197 |TR000118 |TR2-v2-9 caminhando para |AACAGCAUAGCAAGUUAMAMAAUAAGGCUAGUCCG
inferior UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU
Uuu
198 |TR000119 |TR2-v2-10 caminhando para |AACAGCAUAGCAAGUUAAAMAMUAAGGCUAGUCCG
inferior UUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU
Uuu
199 |TR000120 TR2-v2-11 nexo parcial AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGmMU
mUmMAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC
Uuuu
200 |TR000121 TR2-v2-12 nexo parcial AACAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
mUmMCmAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCU
Uuu
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201

TR000122

TR2-GC1

GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUGCGCUAAGGCUAGUCCGUU
AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUU
U

202

TR000123

TR2-GC3

GC superior

GCCAGCAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

203

TR000124

TR2-GC5

GC inferior superior

GCCAGCAUAGCAAGUUGCGCUAAGGCUAGUCCGUU
AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUU
U

204

TR000125

TR2 all OMe

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCMAMAMGMmUmMUm
AMAMAMAMUMAMAMGMGMCMUMAMGMUMCMCmMG
MUMUMAMUMCMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAmMAM
GmMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGmUm
GmCmUmUmUmUmUmUmU

205

TR000126

TR2-v2-13

inferior

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUMUmMAMAmM

AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmUmUmUmU

206

TR000127

TR2-v2-14

inferior

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmMGMUMGMCmUmUmUmU
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207

TR000128

TR2-v2-15

inferior

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAmM
AMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMmM
AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMmUmMC
MGMGMUMGMCmUmUmUmU

208

TR000129

TR2-v2-16

inferior alt

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUMUTAMAfAmM
AfUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA

MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGmMUMGMCmUmUmUmU

209

TR000130

TR2-v2-17

inferior alt

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmMGMUMGMCmUmUmUmU

210

TR000131

TR2-v2-18

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCMAMAMCMUMUMGMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

211

TR000132

TR2-v2-19

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUMCAMAMCMUMUMGMAMAmMAmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

212

TR000133

TR2-v2-20

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAMUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU
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213

TR000134

TR2-v2-21

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUMAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

214

TR000135

TR2-v2-22

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUMUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

215

TR000136

TR2-v2-23

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGMUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

216

TR000137

TR2-v2-24

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUICFAMAMCMUMUMGmMAMAmMAM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

217

TR000138

TR2-v2-25

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUfAfTUCAMAMCMUMUMGmMAMAmMAmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU

218

TR000139

TR2-v2-26

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGIUfUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAmMAMmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU
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219

TR000140

TR2-v2-27

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
MGMGMCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAmMAmM
AMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmG
MGMUMGMCmUmUmUmU

220

TR000141

TR2-v2-28

caminhando para
nexo

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUMCMCMGUUAUCAMAMCMUmMUmMGMAmMAMmM
AMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmG
MGMUMGMCmUmUmUmU

221

TR000142

TR2-v2-29

protuberancia walk

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCmMAMAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmUmUmUmU

222

TR000143

TR2-v2-30

protuberancia walk

MAMAMCMAMGMCMAMUMAMGMCAAMGmMUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmUmUmUmU

223

TR000144

TR2-GC6

GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUGAGAUAAGGCUAGUCCGUU
AUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUU
U

224

TR000145

TR2-GC7

Caminhando para
GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUAAAGUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

225

TR000146

TR2-GC8

Caminhando para
GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUAAGAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
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226

TR000147

TR2-GC9

Caminhando para
GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUAGAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

227

TR000148

TR2-GC10

Caminhando para
GC inferior

AACAGCAUAGCAAGUUGAAAUAAGGCUAGUCCGUUA
UCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

sgRNA

228

G000209

mC*'mC*mA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU mU*
mU*U

229

G000262

G209-1

grampo 2

MC*mC*mA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAACUUGAAAAAGUMGMGMCMAMCMCMGmMAMGmU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

230

G000263

G209-2

grampos

MC* MC*mA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGmMCm
AMCMCMGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU*mU*mu*
mU

231

G000264

G209-3

tetralaco

MC* MC*mA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAGC
UAMGMAMAMAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCC
GUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC
mU*mU*mu*u

Peticdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 56/390

LLL/EY



SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

232

G000265

G209-4

superior

MC*MC*mMA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAMG
MCMUMAGAAAMUMAMGmMCAAGUUAAAAUAAGGCUA
GUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCG
GUGCmU*mU*mU*U

233

G000266

G209-5

superior e lago

MC*'MC*mA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCG
AGUCGGUGCMU*mU*mU*U

234

G000267

G209-6

superior, lago,
grampos

MC*MC*mMA*GUCCAGCGAGGCAAAGGGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG

mMUmGmCmU* mU*mU*muU

235

G000262-
mod only

G209-1-mod
only

grampo 2

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCU
AGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUMGMGMCmMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU* mU*mU

236

G000263-
mod only

G209-2-mod
only

grampos

GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCU
AGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAMAMAMAMG
MUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGmMUMG
mMCmU*mU*mU*mu

237

G000264-
mod only

G209-3-mod
only

tetralaco

GUUUUAGAGCUAMGMAMAMAUAGCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACC
GAGUCGGUGCmMU* mU*mU*U
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238

G000265-
mod only

G209-4-mod
only

superior

GUUUUAGAMGMCmMUMAGAAAMUMAMGMCAAGUUA
AAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGG
CACCGAGUCGGUGCMU*mU*mU*U

239

G000266-
mod only

G209-5-mod
only

superior e lago

GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAA
GUGGCACCGAGUCGGUGCMU*mU*mU*U

240

G000267-
mod only

G209-6-mod
only

superior, lago,
grampos

GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMUm
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
MUmCmMGmMGmUmMGmMmCmU*mU*mU*muU

241

G000211

mod de extremida-
de

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU mU*
mU*U

242

G000282

mod6

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG
mMUmGmCmU* mU*mU*muU

243

G000201

nao mod

UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAGCUAGAAA
UAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUU
GAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU
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Sequéncia

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAfGIUfUTUTUfAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAMGIUfUfUfUMA
GAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAA
AUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

SEQ |[Nome Alias Descricao
ID NO

244 | G000331 G211-7 cr inferior
245 | G000332 G211-8 cr inferior
246 | G000333 G211-9 cr inferior
247 | G000334 G211-10 tr inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU
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248

G000335

G211-11

tr inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAmM
AMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMmM
AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMmUmMC
MGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU

249

G000336

G211-12

tr inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

250

G000337

G211-13

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUmMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAA

AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

251

G000338

G211-14

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUmMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATAT
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

Peticdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 60/390

LLV/LY



SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

252

G000339

G211-15

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAMGUUUUmMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAM
ATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMA
MAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm
CmGMGMUMGMCmU* mU*mU*mU

253

G000340

G211-16

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCATGIUfUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAA

AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

254

G000341

G211-17

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCATGIUfUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATAT
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

255

G000342

G211-18

tudo inferior

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCATGIUfUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAM
ATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMA
MAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm
CmGMGMUMGMCmU* mU*mU*mU
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256

G000343

G211-19

Cr protuberante

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAMGmMA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

257

G000344

G211-20

Tr protuberante

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGMUUAA

AAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmM

AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMmUmMC
MGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU

258

G000345

G211-21

nexo

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUfAfUTCIAMAMCMUMUmMGMAmMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

259

G000346

G211-22

nexo

mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAMCMUmMUmMGMAmMAMmM
AMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU
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260

G000347

G211-23

tudo inferior

MU mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCATfGIUfUTUTUTAMG
MAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCMAMAMGMmM
UmUmMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAMUmMCmMAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu

261

G000348

G211-24

no PS

MUmUMACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGMC
MUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGG
CUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAmMA
MGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGmMGmU
MGMCmUmUmUmU

262

G000349

G211-25

2 OMe PS

mU*mU*ACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGmMC
MUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGG
CUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAMAMAmMA
MGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGmMGmU
MGMCmUmU*mU*muU

263

G000350

G211-26

2'F grampo

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGIUTCIGIGTUIGf
Cfu*tu*fu*mu
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mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCATAMCIUMUIGmATAMATAMATIG
MUIGMGICmAfCmCIGMAIGmUICmGIGmUfGmCfU*mU*
fU*mU

MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*muU*muU

MGfUfUIUTUMAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMG
MCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCm
UmUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMG
MAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU

SEQ |[Nome Alias Descricao

ID NO

264 | G000351 G211-27 Alt grampo

265 |G000331- G211-7-mod cr inferior
mod only only

266 |G000332- G211-8-mod cr inferior
mod only only

267 |G000333- G211-9-mod cr inferior
mod only only

268 |G000334- G211-10-mod  |tr inferior
mod only only

GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
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269 | G000335- G211-11-mod  |tr inferior GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUMUmMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAmMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
270 | G000336- G211-12-mod  |tr inferior GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUfUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAmMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
271 G000337- G211-13-mod  |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu
272 | G000338- G211-14-mod  |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmM
AMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmMC
MCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU* mU*mu
273 | G000339- G211-15-mod |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUIUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu
274 | G000340- G211-16-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu
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ID NO
275 | G000341- G211-17-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmM
AMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmMC
MCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU* mU*mu
276 | G000342- G211-18-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUIUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGmMGmMUMGMCmU*mU*muU*mu
277 |G000343- G211-19-mod | Cr protuberante GUUUUAMGMAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU
278 | G000344- G211-20-mod | Tr protuberante GUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCm
mod only only AmAMGmMUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*muU*mu
279 | G000345- G211-21-mod | nexo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUATUTCTAMAMCmUm
UmMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMA
MGMUMCmMGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU
280 | G000346- G211-22-mod | nexo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAmMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU
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281 G000347- G211-23-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAMGMAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmM
mod only only GmMCMAMAMGMUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCG
UUAMUMCMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGmMU
MGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGmMmUmMGmMC
mU*mU*mU*mu
282 | G000348- G211-24-mod |no PS GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
MUmCmGmMGmMUmGmMCmUmUmUmU
283 | G000349- G211-25-mod |2 OMe PS GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
MUmCmGmMGmUmGmCmUmU*mU*mu
284 | G000350- G211-26-mod | 2'F grampo GUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
fUfCIGIGIUfGICIU*fU*fU*mU
285 | G000351- G211-27-mod | Alt grampo GUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAfAMCIUMUIGm
ATAMATAMAIGMUIGMGICmMAIfCmCIGMAfGmUICmGIGm
UfGmCfU*muU*fu*mu
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286

G000208

mod de extremida-
de

mC*'mA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU mU*
mU*U

287

G000373

mod6

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG

mMUmGmCmU* mU*mU*muU

288

G000352

G208-7

cr inferior

MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

289

G000353

G208-8

cr inferior

MC*MA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCTIGIUTUfUfUfAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*mu

290

G000354

G208-9

cr inferior

MC* MA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGTUfUTUfUmMA
GAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAA
AUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGmMUMGMCmU*mU*muU*mu
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SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

291

G000355

G208-10

tr inferior

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAAAMA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

292

G000356

G208-11

tr inferior

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAFAfAmM
AMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMmM

AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMmUmMC
MGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU

293

G000357

G208-12

tr inferior

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAMATA
MUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGmMAmMA
MAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

294

G000358

G208-13

tudo inferior

MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAA
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU
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SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

295

G000359

G208-14

tudo inferior

MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATAT
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

296

G000360

G208-15

tudo inferior

MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCMGUUUUMAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAM
ATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMA
MAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm
CmGMGMUMGMCmU* mU*mU*mU

297

G000361

G208-16

tudo inferior

MC* MA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCIGIUTUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMAA
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

298

G000362

G208-17

tudo inferior

MC* MA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCIGIUTUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUMUMATAT
AMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUmMmUmMGmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGmMU
MCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO

299 | G000363 G208-18 tudo inferior MC* MA*MG*GGCUCUUGAAGAUCUCCIGIUTUTUTUTAGA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUfUMATAM
ATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMA
MAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm
CmGMGMUMGMCmU* mU*mU*mU

300 |G000364 G208-19 Cr protuberante mC*mA*mG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAMGmMA
MGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAU
AAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

301 G000365 G208-20 Tr protuberante MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCmMAMAMGMUUAA

AAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmM

AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMmUmMC
MGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU

302 |G000366 G208-21 nexo MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUfAfUTCIAMAMCMUMUmMGMAmMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

L/1/8S
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SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

303

G000367

G208-22

nexo

MC*MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAMCMUmMUmMGMAmMAMmM
AMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmG
MGMUMGMCmU*mU*mU*muU

304

G000368

G208-23

tudo inferior

MC* MA*mG*GGCUCUUGAAGAUCUCCIGTUfUfUTUfAmM
GmMAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCMAMAMG
MUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCmMA
MAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmM
CmCmMGMAMGMUMCMGMGmMUMGmMCmU*mU*mU*mu

305

G000369

G208-24

no PS

MCMAMGGGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMGmM

CmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAG

GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAMAmMAM
AMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGm

UmGmCmUmUmUmU

306

G000370

G208-25

2 OMe PS

mMC*mMAG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMGM
CmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAG
GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAMAMAmMAM
AMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMGm
UmGmCmUmU*mU*muU
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SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

307

G000371

G208-26

2'F grampo

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGMAMGIUTCIGIGTUIGf
Cfu*tu*fu*mu

308

G000372

G208-27

Alt grampo

MC* MA*mMG*GGCUCUUGAAGAUCUCCGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCATAMCIUMUIGmATAMATAMATIG
MUIGMGICmAfCmCIGMAIGmUICmGIGmUfGmCfU*mU*
fU*mU

309

G000352-
mod only

G208-7-mod
only

cr inferior

MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

310

G000353-
mod only

G208-8-mod
only

cr inferior

fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

311

G000354-
mod only

G208-9-mod
only

cr inferior

MGfUfUIUTUMAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMG
MCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCm
UmUmGmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMG
MAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
312 | G000355- G208-10-mod  |tr inferior GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
313 | G000356- G208-11-mod  |tr inferior GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUMUmMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAmMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
314 | G000357- G208-12-mod  |tr inferior GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUfUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAmMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GmMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
315 | G000358- G208-13-mod  |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu
316 | G000359- G208-14-mod |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmM
AMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmMC
MCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU* mU*mu
317 | G000360- G208-15-mod |tudo inferior MGUUUUMAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUfUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGMGmMUMGMCmU* mU*muU*mu
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
318 | G000361- G208-16-mod |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMAAAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGmMGMUmMGMCmU*mU*mU*muU
319 | G000362- G208-17-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmM
AMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCmMAmMC
MCMGMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mu
320 |G000363- G208-18-mod |tudo inferior fGIUTUTUTUFAGAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUfUMATAMATAMUAAGGCUAGUCCGUUAUCAmMA
MCMUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCm
CmGMAMGMUMCMGmMGMUmMGMCmU*mU*mU*muU
321 | G000364- G208-19-mod | Cr protuberante GUUUUAMGMAMGMCmMmUMAMGmMAMAMAMUMAMGmM
mod only only CAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*muU*muU
322 | G000365- G208-20-mod | Tr protuberante GUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCm
mod only only AmAMGmMUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMC
MUMUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCmMCm
GMAMGMUMCMGMGMUMGMCmU* mU* mU*mU
323 | G000366- G208-21-mod | nexo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUATUTCTAMAMCmUm
UmMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMA
MGMUMCmMGMGMUMGMCmU*mU*mU*muU
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SEQ |[Nome Alias Descricao Sequéncia
ID NO
324 | G000367- G208-22-mod | nexo GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAMUMCMAMAmMCmU
MUMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU
325 | G000368- G208-23-mod  |tudo inferior fGIUTUTUTUFAMGMAMGMCmUMAMGMAMAMAMUMAmM
mod only only GmMCMAMAMGMUMUMATATAMAMUAAGGCUAGUCCG
UUAMUMCMAMAMCMUMUMGMAMAMAMAMAMGmMU
MGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGMGmMmUmMGmMC
mU*mU*mU*mu
326 |G000369- G208-24-mod |[no PS GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
MUmCmMGmMGmMmUmGmMmCmUmUmUmU
327 | G000370- G208-25-mod |2 OMe PS GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
MUmCmMGmMGmMmUmGmMmCmUmU*mU*mU
328 |G000371- G208-26-mod | 2'F grampo GUUUUAGAMGMCmMmUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAA
mod only only GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmUmMUmM
GmMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGmMAMG
fUfCIGIGTUfGICfU*fU*fU*mU
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SEQ
ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

329

G000372-
mod only

G208-27-mod
only

Alt grampo

GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCAA
GUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAfAMCIUMUIGm
ATAMATAMAIGMUIGMGICmMAIfCmCIGMAfGmUICmGIGm
UfGmCIfU*mU*fU*muU

330

G000269

mod de extremida-
de

mC*mC*mC*AUACUCCUACAGCACCAGUUUUAGAGC
UAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAU
CAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCmMU mU*
mU*U

331

G000283

mod6

mC*mC*mC*AUACUCCUACAGCACCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMAMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG
mMUmGmCmU* mU*mU*muU

332

G000285

nao mod

CCCAUACUCCUACAGCACCAGUUUUAGAGCUAGAAA
UAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUU
GAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

342

G000537

G211-33

5'end 3xOMePS

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAmMAMAmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmGmCmUmUmUmU
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ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

343

G000538

G211-34

3'end 3xOMePS

mUmMUmMACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGmM
CmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAG
GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG
mMUmGmCmU* mU*mU*muU

344

G000539

G211-35

5xOMePS

MU mMU*mA*mC*mA*GCCACGUCUACAGCAGUUUUA

GAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAA
AAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmM
AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm

CmGMGMUMG* mC* mU* mU* mU* mU

345

G000541

G211-37

3xOMePS+2PS

mU* mU*mA*C*A*GCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMmM
GmCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAmMAmMAmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMGm
GmUmG* mC* mU* mU*mU*mU

346

G000542

G211-38

3xOMePS+7PS

mU* mU*mA*C*A*G*C*C*A*C*GUCUACAGCAGUUUUA
GAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAA
AAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmM
AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMU*m
C'mG* mG* MU mG* mC* mU*mU*mU*muU
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ID NO

Nome

Alias

Descricao

Sequéncia

347

G000543

G211-39

invd abasic

(invd) UUACAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMGmM
CmUmMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAG
GCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMAMAmMA
MAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCMGmMG
MUmMGMCmUmUmUmU(invd)

348

G000544

G211-40

invd abasic +
3xOMePS

(invd)mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUA
GAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAA
AAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmM
AMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUm
CmGMGMUmMGMCmU* mU*mU*mU(invd)

349

G000564

G211-42

3XxMOE-PS

moeU*moeU*moeA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUU
AGAMGMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUA
AAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUMGmMA
MAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmU
MCMGMGMUmMGmMCmoeU*moeU*moeU*mU

350

G000545

G211-43

US laco PS

mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMA*MG" MA*MA* MA*MUMAMGMCAAGUUAAAA
UAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGmMAmMAmM
AMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU
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351 G000546 G211-44 H1 laco PS mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMU* MG*mA*mA™m
A MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

352 | G000547 G211-45 H2 laco PS mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUAA
GGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAmMAMAmM
AMAMGMUMGMGMCMAMCMCMG* MA* MG* mU*mCm
GmGMUMGMCmU*mU*mU*muU

353 | G000548 G211-46 todos lacos PS mU* mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUAGAMG
MCMUMA*MG" MA*MA* MA*MUMAMGMCAAGUUAAAA
UAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMmUmMU*MG*mA*m
A MA*MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMG* MA* MG*m
U'mCmGmGmUmMGmMCmU*mU*mU*mU

354 Mod6 (com modi- | MN*MN*MN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAmM

ficacbes ndo mos- | GMCMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUA
tradas na listagem | AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUmMUmMGMAmMAmMA

LLV/19

de sequéncia) MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGmMUMCmMG
mGmMmUMGmMCmU*mU*mU*muU
N = qualquer nucleotideo
355 Apenas regido in- | GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGC
variavel UAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGU

CGGUGCUUUU
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ID NO
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Alias
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Sequéncia

356

Mod6 padrao;
Apenas regiao in-
variavel

GUUUUAGAMGMCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGmMCA
AGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCmMUm
UmMGMAMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGm
AmMGMUMCMGMGMUMGMCmU*mU*mU*mU

357

Regiado variavel e
invariavel

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAGAA
AUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAAC
UUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUU

358

Mod6 com modifi-
cacOes mostradas
na listagem de se-
quéncia

MN*"MN*MN*NNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAM
GmCmMUMAMGMAMAMAMUMAMGMCAAGUUAAAAUA
AGGCUAGUCCGUUAUCAMAMCMUMUMGMAmMAmMA
MAMAMGMUMGMGMCMAMCMCMGMAMGMUMCmMG
MGMUMGMCmU*mU*mU*mu

N = qualquer nucleotideo
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69/177

[0073] "RNA guia" e "gRNA" sdo usados aqui de forma intercambi-
avel para se referir coletivamente a um sgRNA, um trBRNA (também
conhecido como tracrRNA), ou um crRNA (também conhecido como
um CRISPR RNA). O crBRNA e o trRNA podem estar associados a uma
molécula de RNA (RNA guia unico [sgRNA]) ou em duas moléculas de
RNA separadas (RNA guia duplo [dgRNA]). "RNA guia" ou "gRNA" re-
fere-se a cada tipo.

[0074] As sequéncias de trRNA podem ser de ocorréncia natural
ou a sequéncia de trRNA pode incluir modificacbes ou variacbes em
comparacao com sequéncias de ocorréncia natural.

[0075] "Eficiéncia de edicao" ou "porcentagem de edicao” ou "edi-
cao percentual" como usado aqui € o numero total de leituras de se-
quéncia com inser¢des ou delegdes de nucleotideos na regido-alvo de
interesse sobre o numero total de sequéncias lidas apo6s clivagem por
uma Cas RNP.

[0076] "Grampo", como usado aqui, descreve uma volta de acidos
nucléicos que é criada quando um filamento de acido nucléico se do-
bra e forma pares de bases com outra secdao do mesmo filamento. Um
grampo pode formar uma estrutura que compreende um lago ou uma
forma em U. Em algumas modalidades, um grampo pode ser constitu-
ido por um laco de RNA. Os grampos podem ser formados com duas
sequéncias complementares em uma unica molécula de acido nucléico
ligadas umas as outras, com um dobramento ou enrugamento da mo-
lécula. Em algumas modalidades, os grampos compreendem estrutu-
ras de laco de haste ou haste.

[0077] "Regibdes", como aqui utilizadas, descrevem grupos conser-
vados de acidos nucleicos. As regides também podem ser referidas
como "modulos” ou "dominios". As regides de um gRNA podem de-
sempenhar fungdes particulares, por exemplo, no direcionamento da

atividade de endonuclease do RNP, por exemplo como descrito em
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Briner AE et al., Molecular Cell 56: 333-339 (2014). As regiées de um
gRNA sao descritas nas Tabelas 1-3.

[0078] "Ribonucleoproteina” (RNP) ou "complexo RNP", como
usado aqui, descreve um gRNA, por exemplo, junto com uma nu-
clease, tal como uma proteina Cas. Em algumas modalidades, o RNP
compreende Cas9 e gRNA.

[0079] "Laco de haste", como é usado no presente documento,
descreve uma estrutura secundaria de nucleotideos que formam uma
"haste" de base emparelhada que termina em um laco de acidos nu-
cléicos desemparelhados. Uma haste pode ser formada quando duas
regides da mesma cadeia de acido nucleico sdo pelo menos parcial-
mente complementares em sequéncia quando lidas em sentidos opos-
tos. "Laco", como usado aqui, descreve uma regido de nucleotideos
que nao baseiam o par (isto €, ndo sdo complementares) que podem
obstruir uma haste. Um "tetralago” descreve uma volta de 4 nucleoti-
deos. Como usado aqui, a haste superior de um sgRNA pode compre-
ender um tetralaco.

[0080] Em certas modalidades envolvendo dgRNA, uma regiao de
"haste" como usada aqui descreve uma estrutura secundaria de nucle-
otideos que forma uma regido de base emparelhada entre certas regi-
6es de um crBRNA e trBNA (por exemplo, as regides inferior e superior
de cada RNA). A regiao de "haste" de um dgRNA também pode ser
referida na técnica como uma regiao de "mastro de bandeira".

[0081] "Tratamento”, como aqui utilizado, abrange qualquer admi-
nistracao ou aplicacdo de um terapéutico para doenca em um objeto, e
inclui inibigao da doenga, impedindo o seu desenvolvimento, aliviando
um ou mais sintomas da doenga, curando a doenga ou prevenindo a
recorréncia de um ou mais sintomas da doenga.

1. Tipos de Modificacoes

A. Modificacoes de 2'-O-metila
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[0082] Acredita-se que os acucares modificados controlem o fran-
zimento de anéis de acgucar de nucleotideo, uma propriedade fisica
que influencia a afinidade de ligacado de oligonucleotideo para cadeias
complementares, formacao de duplex e interacdo com nucleases. As
substituicées nos anéis de acucar podem, portanto, alterar a confirma-
cao e o enrugamento desses acucares. Por exemplo, modificacbes de
2'-O-metil (2'-O-Me) podem aumentar a afinidade de ligacéo e estabili-
dade de nucleases de oligonucleotideos, embora tal como mostrado
nos Exemplos, o efeito de qualquer modificacdo em uma dada posicao
em um oligonucleotideo necessite de ser determinado empiricamente.

[0083] Os termos "mA", "mC", "mU" ou "mG" podem ser usados
para denotar um nucleotideo que tenha sido modificado com 2'-O-Me.

[0084] A modificacdo de um ribonucleotideo como 2'-O-metil ribo-

nucleotideo pode ser descrita da seguinte maneira:

-
ey

Qo . Bass
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B. Modificagc6es com 2'-O-(2-metoxietil)
[0085] Em algumas modalidades, a modificacdo pode ser 2'-O-(2-
metoxietil) (2'-O-moe). A modificacdo de um ribonucleotideo como um

2'-O-moe ribonucleotideo pode ser descrita da seguinte forma:
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[0086] Os termos "moeA", "moeC", "moelU" ou "moeG" podem ser
usados para denotar um nucleotideo que foi modificado com 2'-O-moe.
C. Modificacoes com 2'-fluoro

[0087] Outra modificacdo quimica que tem mostrado influenciar os
anéis de acucar de nucleotideo é a substituicdo de halogénio. Por
exemplo, a substituicdo de 2'-fluoro (2'-F) em anéis de acucar de nu-
cleotideo pode aumentar a afinidade de ligacdao do oligonucleotideo e
estabilidade de nuclease.

[0088] Neste pedido, os termos "fA", "fC", "fU" ou "fG" podem ser
usados para denotar um nucleotideo que tenha sido substituido por 2'-
F.

[0089] A substituicao de 2'-F pode ser representada da seguinte

forma:

P R ) SR N R
53 R S &

Composigac natural de RNA Substituiciocom 2'F
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D. Modificac6es com fosforotioato

[0090] Vinculo ou ligacdo de fosforotioato (PS) refere-se a uma
ligagdo em que um enxofre & substituido por um oxigénio de fosfato
sem ligacdo a ponte em uma ligacao de fosfodiéster, por exemplo, nas
ligacbes entre bases de nucleotideos. Quando os fosforotioatos sao
utilizados para gerar oligonucleotideos, os oligonucleotideos modifica-
dos podem também ser referidos como S-oligos.

[0091] Um ™" pode ser usado para descrever uma modificacdo de
PS. Neste pedido, os termos A*, C*, U* ou G* podem ser utilizados pa-
ra denotar um nucleotideo que esta ligado ao nucleotideo seguinte
(por exemplo, 3') com uma ligacao de PS.

[0092] Neste pedido, os termos "mA*', "mC*", "mU*", ou "mG*"
podem ser usados para denotar um nucleotideo que foi substituido
com 2'-O-Me e que é ligado ao nucleotideo seguinte (por exemplo, 3')
com uma ligacédo de PS. Da mesma forma, os termos "fA*", "fC*", "fU*"
ou "fG*" podem ser usados para denotar um nucleotideo que tenha
sido substituido por 2'-F e que esteja ligado ao nucleotideo seguinte
(por exemplo, 3') com uma ligacdo de PS. Equivalentes de uma liga-
cao ou ligacao de PS sao abrangidos pelas modalidades aqui descri-
tas.

[0093] O diagrama abaixo mostra a substituicao de S- em um oxi-
génio de fosfato sem ligacdo em ponte, gerando uma ligacdo de PS

em vez de uma ligacao de fosfodiéster:
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Fosfodiéster Fosforoticato {PS)

Ligagio de fosfodidster  Ligagic de fosfotioato
de RNA natural modificada (P8}

E. Substituicoes de G-C

[0094] Em algumas modalidades, gRNAs sao modificados com
substituicbes de sequéncia que ndao compreendem modificacdes qui-
micas. Em algumas modalidades, os gRNA modificados sdo manipu-
lados com emparelhamentos G-C (por exemplo, nas regides de haste
inferior e/ou superior) que nao sao encontrados na sequéncia de
gRNA parental. Em algumas modalidades, os gRNAs modificados sao
manipulados com incompatibilidades G-U ("GU wobbles" ou empare-
Ihamentos de incompatibilidade) que ndo sdo encontrados na sequén-
cia de gRNA parental.

F. ModificacOes abasicas invertidas

[0095] Os nucleotideos abasicos referem-se aqueles que nao pos-
suem bases nitrogenadas. A estrutura abaixo mostra um oligonucleoti-
deo com um sitio abasico (também conhecido como apurinico) que

nao possui uma base:
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Stio
apurinica

[0096] Bases invertidas referem-se aquelas com ligacbes que sao
invertidas da ligacao normal de 5' para 3' (isto €, uma ligacéo de 5' pa-

ra 5' ou uma ligacao de 3' para 3'). Por exemplo:

5
\'\\\\\\\\\w\‘f
b

T

Ligacan dev_Gii@iﬁh.uzei&@ﬁﬁea Ligagéo '«dﬁsﬁiiﬁ:’gwim leotiden  Abasica invertida 3
nnrmat rwvertida

[0097] Um nucleotideo abasico pode ser anexado com uma liga-
cao invertida. Por exemplo, um nucleotideo abasico pode ser ligado ao
nucleotideo terminal 5' através de uma ligacdo 5' a 5', ou um nucleoti-
deo abasico pode ser ligado ao nucleotideo 3' terminal através de uma
ligagdo 3' a 3. Um nucleotideo abasico invertido no nucleotideo 5' ou
3' terminal também pode ser designado por uma capa final invertida.
Neste pedido, os termos "invd" indicam uma ligagao nucleotidica inver-
tida abasica.

[0098] As modificacbes acima e seus equivalentes estao incluidos

no escopo das modalidades descritas aqui.
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2. Composicoes de RNA Guia

[0099] Composicdes que compreende RNA guia sdo englobadas.
Em algumas modalidades, o RNA guia compreende um trBRNA. Em
algumas modalidades, o0 RNA guia compreende um crBNA. Em algu-
mas modalidades, o0 RNA guia compreende um crBNA e um trBNA.
Em algumas modalidades, o RNA guia compreende um crBNA e trR-
NA em uma molécula de RNA como um sgRNA. Em algumas modali-
dades, 0 RNA guia compreende um crBRNA e trRNA em duas molécu-
las de RNA como um dgRNA. Em um dgRNA, as duas moléculas de
RNA podem se associar via emparelhamento de bases.

[00100] Em algumas modalidades, 0 RNA guia compreende uma
regiao terminal 5'. Em algumas modalidades, o RNA guia nao compre-
ende uma regiao terminal 5. Em algumas modalidades, a regiao ter-
minal 5' compreende uma regiao "espacadora” como descrito em Bri-
ner AE et al., Molecular Cell 56: 333-339 (2014) para sgRNA (mas
aplicavel neste caso a todos os RNAs guia). Em algumas modalida-
des, a regiao terminal 5' compreende uma modificacdo de extremidade
5'. Uma regiao de terminal 5' com ou sem uma regiao espacadora po-
de estar associada a um crBNA, trBNA, sgRNA e/ou dgRNA. A regiao
espacadora é também as vezes referida aqui, e por outros, como uma
"regido-guia”, "dominio guia" ou "dominio alvo". Uma "sequéncia-alvo"
como aqui usada refere-se a uma sequéncia de acido nucleico a qual
a regiao / dominio guia dirige uma nuclease para clivagem. Em algu-
mas modalidades, uma proteina spyCas9 pode ser dirigida por uma
regido / dominio guia para uma sequéncia-alvo de uma molécula de
acido nucleico alvo pelos nucleotideos presentes na regido espacado-
ra. Em algumas modalidades, 0 RNA guia ndo compreende uma regi-
ao espacadora.

[00101] Em algumas modalidades, os RNAs guia descritos aqui

compreendem ou consistem em qualquer uma das sequéncias mos-
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tradas na Tabela 4. Note, no entanto, que quando uma sequéncia
mostra uma regiao-guia / espagadora, deve ser reconhecido que a
composicao pode compreender esta regido ou ndo. Além disso, RNAs
guia sédo abrangidos os quais compreendem as modificacbes de qual-
quer uma das sequéncias apresentadas na Tabela 4 e identificadas na
mesma por SEQ ID No., isto é os nucleotideos podem ser iguais ou
diferentes, mas o padrdao de modificacdo mostrado pode ser 0 mesmo
ou semelhante a um padrao de modificacdo de uma sequéncia guia da
Tabela 4. Um padrao de modificacado inclui a posicao relativa e identi-
dade de modificacbes do gRNA ou uma regido do gRNA (por exempilo,
regido de terminal 5', regido de haste inferior, regidao de protuberancia,
regiao de haste superior, regido de nexo, regiao de grampo 1, regiao
de grampo 2, regiao de terminal 3'). Em algumas modalidades, o pa-
drdo de modificacdo contém pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% das modificacbes de
qualquer uma das sequéncias mostradas na coluna de sequéncias da
Tabela 4, ou cerca de uma ou mais regides da sequéncia. Em algumas
modalidades, o padrao de modificacao é pelo menos 50%, 55%, 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% idéntico ao
padrao de modificacdo de qualquer uma das sequéncias mostradas na
coluna de sequéncias da Tabela 4. Em algumas modalidades, o pa-
drdo de modificacdo é pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% idéntico em uma ou mais re-
gibes da sequéncia mostradas na Tabela 4, por exemplo, uma regiao
de terminal 5', regido de haste inferior, regido de protuberancia, regiao
de haste superior, regiao de nexo, regiao de grampo 1, regido de
grampo 2 e/ou regiao de terminal 3'. Por exemplo, em algumas moda-
lidades, um RNA guia € englobado em que o padrdo de modificacéo é
pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,

97%, 98% e 99% idéntico ao padrdao de modificacdo de uma sequén-
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cia sobre a regiao do terminal 5'. Em algumas modalidades, um RNA
guia é englobado em que o padrao de modificacao € pelo menos 50%,
55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99%
idéntico em relacdo a haste inferior. Em algumas modalidades, um
RNA guia é englobado em que o padrdao de modificacao € pelo menos
50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e
99% idéntico a protuberante. Em algumas modalidades, um RNA guia
€ englobado em que o padrdo de modificacdo é pelo menos 50%,
55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99%
idéntico a haste superior. Em algumas modalidades, um RNA guia é
englobado em que o padrao de modificacdo € pelo menos 50%, 55%,
60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% idénti-
co ao nexo. Em algumas modalidades, um RNA guia € englobado em
que o padrdo de modificacdo é pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% idéntico ao gram-
po 1. Em algumas modalidades, um RNA guia € englobado em que o
padrao de modificagcdo € pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98% e 99% idéntico sobre grampo
2. Em algumas modalidades, um RNA guia € englobado em que o pa-
drdo de modificacdo é pelo menos 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% e 99% idénticos sobre o terminal 3'.
Em algumas modalidades, o padrdo de modificacdo difere do padrao
de modificacdo de uma sequéncia da Tabela 4, ou uma regidao (por
exemplo, terminal 5', haste inferior, protuberancia, haste superior, ne-
X0, grampo 1, grampo 2, terminal 3') de tal uma sequéncia, em 0, 1, 2,
3, 4, 5 ou 6 nucleotideos. Em algumas modalidades, o gRNA compre-
ende modificacbes que diferem das modificacbes de uma sequéncia
da Tabela4,em 0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 nucleotideos. Em algumas moda-
lidades, o0 gRNA compreende modificacbes que diferem das modifica-

cbes de uma regiao (por exemplo, terminal 5', haste inferior, protube-
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rancia, haste superior, nexo, grampo 1, grampo 2, terminal 3') de uma
sequénciada Tabela4,a0, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 nucleotideos.

[00102] Em algumas modalidades, o gRNA compreende um nucleo-
tideo modificado com 2'-O-metila (2'-O-Me). Em algumas modalidades,
o gRNA compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-(2-
metoxietil) (2'-O-moe). Em algumas modalidades, 0 gRNA compreende
um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F). Em algumas modalida-
des, o0 gRNA compreende uma ligacdo de fosforotioato (PS) entre nu-
cleotideos.

[00103] Em algumas modalidades, o gRNA compreende uma modi-
ficacdo de extremidade 5', uma modificagdo de extremidade 3', ou mo-
dificacbes de extremidade 5' e 3'. Em algumas modalidades, a modifi-
cacdao da extremidade 5' compreende uma ligacdo de fosforotioato
(PS) entre nucleotideos. Em algumas modalidades, a modificacdo da
extremidade 5' compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil
(2'-O-Me), 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), e/ou 2'-fluoro (2'-F). Em al-
gumas modalidades, a modificacdo da extremidade 5' compreende
pelo menos uma ligacao de fosforotioato (PS) e um ou mais de um nu-
cleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-Me), 2'-O-(2-metoxietil) (2'-
O-moe) e/ou com 2'-fluoro (2'-F). A modificacdo de extremidade pode
compreender uma modificacdo de fosforotioato (PS), 2'-O-metil (2'-O-
Me), 2'-O-(2-metoxietil) (2'-O-moe), e/ou 2'-fluoro (2'-F). Modificacbes
de extremidade equivalentes sdo também abrangidas pelas modalida-
des aqui descritas. Em algumas modalidades, o gRNA compreende
uma modificagdo de extremidade em combinagdo com uma modifica-
¢ao de uma ou mais regides do gRNA.

A. Composicoes de sgRNAs

[00104] Em algumas modalidades, as composi¢cées € métodos da
invencao compreendem gRNA que compreende um crBNA e trRNA

que dirigem uma nuclease, tal como Cas9 para uma sequéncia de
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DNA alvo. Em algumas modalidades nts, os gRNAs aqui descritos po-
dem estar associados a uma molécula de RNA (RNA guia unico ou
sgRNA).

[00105] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
sgRNA que compreende ou consiste em qualquer uma das sequéncias
descritas nas SEQ ID Nos: 228-332.

[00106] Em algumas modalidades, um sgRNA que compreende
qualquer uma das sequéncias modificadas de SEQ ID Nos: 235-240,
265-285, e 309-329 é fornecido. Em algumas modalidades, um sgRNA
que compreende qualquer uma das sequéncias modificadas de SEQ
ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-329, em que 0 sgRNA adicionalmente
compreende uma sequéncia espacadora de 5' ("sequéncia-guia") que
€ complementar a uma sequéncia-alvo e direciona uma Cas9 para o
seu alvo, para que a clivagem seja englobada. Em alguns casos, a in-
vencao compreende sgRNA que compreende acidos nucléicos tendo
pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou 70%
de identidade com os acidos nucléicos de qualquer uma das SEQ ID
Nos: 235-240, 265-285 e 309-329, em que o padrao de modificacédo &
idéntico ao padrdo de modificagdo mostrado no identificador de se-
quéncia de referéncia.

1. Dominios de sgRNAs

[00107]  Briner AE et al., Molecular Cell 56: 333-339 (2014) descre-
ve dominios funcionais de sgRNAs, aqui referidos como "dominios”,
incluindo o dominio "espacador" responsavel por direcionar, a "haste
inferior", a "protuberancia”, "haste superior" (que pode incluir um tetra-
laco), 0 "nexo", e os dominios "grampo 1" e "grampo 2". Vide, Briner et
al. na pagina 334, Figura 1A.

[00108] Tabela 1 e FIG. 21A proporciona uma descricao dos domi-
nios de um sgRNA tal como aqui utilizado. Na Tabela 1, o "n" entre

regides representa um numero variavel de nucleotideos, por exemplo,
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de0at,23,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20

ou mais. Em algumas modalidades, n é igual a 0. Em algumas modali-

dades, n éigual a 1.
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Tabela 1: Regidoes de sgRNA (vista linear, 5' a 3)

LS1-6

B1-2

uS1-12

B3-6

terminal 5' (n)

haste inferior

protuberancia n

haste superior n

protuberancia

(continua abaixo)

LS7-12

N1-18

H1-1 através H1-12

H2-1 através H2-15

haste inferior | n

nexo

grampo 1

grampo 2

terminal 3'
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a) reqiao de terminal 5'

[00109] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende nucleoti-

deos no terminal 5' como mostrado na Tabela 1. Em algumas modali-
dades, o terminal 5' do sgRNA compreende uma regiao espagadora ou
guia que funciona para direcionar uma proteina Cas a uma sequéncia
de nucleotideo alvo. Em algumas modalidades, o terminal 5' ndo com-
preende uma regiao espacadora ou guia. Em algumas modalidades, o
terminal 5' compreende um nucleotideo espacador e adicional que nao
funcionam para direcionar uma proteina Cas para uma regido nucleo-
tidica alvo.

[00110] Em algumas modalidades, a regiao-guia compreende 0s
primeiros 1-10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 nucleotideos na
extremidade 5' do sgRNA. Em algumas modalidades, a regido-guia
compreende 20 nucleotideos. Em algumas modalidades, a regido-guia
pode compreender 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 ou 25 ou mais nucleotideos. Em algumas modalida-
des, a regido-guia pode compreender 17 nucleotideos. Em algumas
modalidades, a regido-guia pode compreender 18 nucleotideos. Em
algumas modalidades, a regido-guia pode compreender 19 nucleoti-
deos.

[00111] Em algumas modalidades, a selecao da regido-guia € de-
terminada com base em sequéncias alvo dentro do gene de interesse
para edicao. Por exemplo, em algumas modalidades, o sgRNA com-
preende uma regido-guia que € complementar as sequéncias alvo de
um gene de interesse.

[00112] Em algumas modalidades, a sequéncia-alvo no gene de
interesse pode ser complementar a regido-guia do sgRNA. Em algu-
mas modalidades, o grau de complementaridade ou identidade entre
uma regido-guia de um sgRNA e sua sequéncia-alvo correspondente

no gene de interesse pode ser cerca de 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
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75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% em algu-
mas modalidades, a regiao-guia de um sgRBRNA e a regiao-alvo de um
gene de interesse podem ser 100% complementares ou idénticas. Em
outras modalidades, a regiao-guia de um gRNA e a regiao-alvo de um
gene de interesse podem conter pelo menos um erro de emparelha-
mento. Por exemplo, a regido-guia de um sgRNA e a sequéncia-alvo
de um gene de interesse podem conter 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10
incompatibilidades, em que o comprimento total da sequéncia-alvo é
pelo menos cerca de 17, 18, 19, 20 ou mais pares de bases. Em al-
gumas modalidades, a regiao-guia de um sgRNA e a regiao-alvo de
um gene de interesse podem conter 1-6 incompatibilidades em que a
sequéncia guia compreende pelo menos cerca de 17, 18, 19, 20 ou
mais nucleotideos. Em algumas modalidades, a regido-guia de um
sgRNA e a regiao-alvo de um gene de interesse podem conter 1, 2, 3,
4, 5 ou 6 incompatibilidades em que a sequéncia guia compreende
cerca de 20 nucleotideos. O terminal 5' pode compreender nucleoti-
deos que ndo sao considerados regides guia (isto €, ndo funcionam
para direcionar uma proteina cas9 a um acido nucleico alvo).

b) haste inferior

[00113] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma regi-
ao de haste inferior (LS) que, quando visto linearmente, € separado
por uma protuberancia e regides de haste superior. Vide a Tabela 1.

[00114] Em algumas modalidades, as regibes de haste inferior
compreendem 1-12 nucleotideos, por exemplo em uma modalidade,
as regibes de haste inferior compreendem LS1-LS12. Em algumas
modalidades, a regido de haste inferior compreende menos nucleoti-
deos do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Em algumas
modalidades, a regido de haste inferior compreende mais nucleotideos
do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Quando a regiao de

haste inferior compreende menos ou mais nucleotideos do que os
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mostrados no esquema da Tabela 1 e a FIG. 21A, o padrdo de modifi-
cacao, como sera evidente para o versado na técnica, deve ser manti-
do.

[00115] Em algumas modalidades, a regido de haste inferior tem
nucleotideos que sdo complementares na sequéncia de acido nucléico
quando lidos em dire¢cOes opostas. Em algumas modalidades, a com-
plementaridade na sequéncia de acido nucleico da haste inferior con-
duz a uma estrutura secundaria de uma haste no sgRNA (por exem-
plo, as regides podem emparelhar uma com a outra). Em algumas
modalidades, as regides de haste inferior podem nao ser perfeitamen-
te complementares umas as outras quando lidas em direcdes opostas.
c) Protuberancia

[00116] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma regi-
ao de protuberancia que compreende seis nucleotideos, B1-B6. Quan-
do visualizada linearmente, a regidao de protuberancia € separada em
duas regides. Vide a Tabela 1. Em algumas modalidades, a regiao de
protuberancia compreende seis nucleotideos, em que os dois primei-
ros nucleotideos sdo seguidos por uma regidao de haste superior, se-
guidos pelos ultimos quatro nucleotideos da protuberancia. Em algu-
mas modalidades, a regidao de protuberancia compreende menos nu-
cleotideos do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Em algu-
mas modalidades, a regido de protuberancia compreende mais nucleo-
tideos do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Quando a regi-
ao de protuberancia compreende menos ou mais nucleotideos do que
0s mostrados no esquema da Tabela 1 e a FIG. 21A, o padrao de mo-
dificacdo, como sera evidente para o versado na técnica, deve ser
mantido.

[00117] Em algumas modalidades, a presenca de uma protuberan-
cia resulta em uma dobra direcional entre os modulos de haste superi-

or e inferior em um sgRNA.
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d) haste superior

[00118] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma regi-
ao superior do haste que compreende 12 nucleotideos. Em algumas
modalidades, a regidao de haste superior compreende uma sequéncia
de laco. Em alguns casos, o lago é um tetralaco (laco formado por
quatro nucleotideos).

[00119] Em algumas modalidades, a regiao de haste superior com-
preende menos nucleotideos do que os mostrados na Tabela 1 e FIG.
21A. Em algumas modalidades, a regiao de haste superior compreen-
de mais nucleotideos do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A.
Quando a regidao de haste superior compreende menos ou mais nucle-
otideos do que os mostrados no esquema da Tabela 1 e a FIG. 21A, o
padrao de modificagdo, como sera evidente para o versado na técnica,
deve ser mantido.

[00120] Em algumas modalidades, a regido de haste superior tem
nucleotideos que sdo complementares na sequéncia de acido nucléico
quando lidos em dire¢cOes opostas. Em algumas modalidades, a com-
plementaridade na sequéncia de acido nucleico da haste superior con-
duz a uma estrutura secundaria de uma haste no sgRNA (por exem-
plo, as regides podem emparelhar uma com a outra). Em algumas
modalidades, as regides de haste superior podem nao ser perfeita-
mente complementares umas as outras quando lidas em direcbes
opostas.

e) Nexo

[00121] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma regi-
ao de nexo que esta localizado entre a regido de haste inferior e a re-
giao de grampo 1. Em algumas modalidades, o nexo compreende 18
nucleotideos. Em algumas modalidades, a regido de nexo compreende
os nucleotideos N1 a N18 como mostrado na Tabela 1 € a FIG. 21A.

[00122] Em algumas modalidades, a regiao de nexo compreende
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menos nucleotideos do que os mostrados na Tabela 1 e FIG. 21A. Em
algumas modalidades, a regidao de nexo compreende mais nucleoti-
deos do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Quando a regiao
de nexo compreende menos ou mais nucleotideos do que os mostra-
dos no esquema da Tabela 1 e a FIG. 21A, o padrao de modificagao,
como sera evidente para o versado na técnica, deve ser mantido.
[00123] Em algumas modalidades, a regido de nexo tem nucleoti-
deos que sdo complementares na sequéncia de acido nucléico quando
lidos em direcOes opostas. Em algumas modalidades, a complementa-
ridade na sequéncia de acido nucleico conduz a uma estrutura secun-
daria de uma haste e/ou laco de haste no sgRNA (por exemplo, certos
nucleotideos na regidao de nexo podem emparelhar a base uns com os
outros). Em algumas modalidades, as regides do nexo podem nao ser
perfeitamente complementares umas as outras quando lidas em dire-
cOes opostas.

f) Grampo

[00124] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende uma ou
mais regides de grampo. Em algumas modalidades, a regiao de gram-
po esta a jusante de (por exemplo, 3' para) a regido de nexo. Em al-
gumas modalidades, a regido de nucleotideos imediatamente a jusan-
te da regido de nexo é denominada "grampo 1" ou "H1". Em algumas
modalidades, a regido dos nucleotideos 3' a para grampo 1 € denomi-
nada "de grampo 2" ou "H2". Em algumas modalidades, a regido de
grampo compreende o grampo 1 e o0 grampo 2. Em algumas modali-
dades, 0 sgRNA compreende apenas grampo 1 ou grampo 2.

[00125] Em algumas modalidades, a regiao de grampo 1 compre-
ende 12 4cidos nucleicos imediatamente a jusante da regiao de nexo.
Em algumas modalidades, a regiao de grampo 1 compreende 0s nu-
cleotideos H1-1 a H1-12, como mostrado na Tabela 1 € a FIG. 21A.

[00126] Em algumas modalidades, a regiao de grampo 2 compre-
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ende 15 acidos nucleicos a jusante da regidao de grampo 1. Em algu-
mas modalidades, a regido de grampo 2 compreende 0s nucleotideos
H2-1 a H2-15 como mostrado na Tabela 1 € a FIG. 21A.

[00127] Em algumas modalidades, um ou mais nucleotideos estao
presentes entre as regides de grampo 1 e de grampo 2. Os um ou
mais nucleotideos entre a regido de grampo 1 e grampo 2 podem ser
modificados ou ndo modificados. Em algumas modalidades, o grampo
1 e grampo 2 estdo separados por um nucleotideo. Em algumas mo-
dalidades, as regides de grampo compreendem menos nucleotideos
do que os mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Em algumas modali-
dades, as regides de grampo compreendem mais nucleotideos do que
0s mostrados na Tabela 1 e a FIG. 21A. Quando uma regidao de gram-
po compreende menos ou mais nucleotideos do que os mostrados no
esquema da Tabela 1 e a FIG. 21A, o padrdao de modificagcdo, como
sera evidente para o versado na técnica, deve ser mantido.

[00128] Em algumas modalidades, uma regiao de grampo tem nu-
cleotideos que sdo complementares na sequéncia de acido nucleico
quando lidos em dire¢cOes opostas. Em algumas modalidades, as regi-
6es em grampo podem nao ser perfeitamente complementares umas
as outras quando lidas em direcbes opostas (por exemplo, o topo ou
lago do grampo compreende nucleotideos ndo emparelhados).

[00129] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende a substi-
tuicdo de grampo 1 com nucleotideos "n", em que "n" € um numero
inteiro entre 1 e 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5, 4, 3 e 2 Em algumas modali-
dades, a regido de grampo 1 de um sgRNA é substituida por 2 nucleo-
tideos.

q) Reqiao do terminal 3'

[00130] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende nucleoti-
deos apds a (s) regiao (6es) de grampo (s). Em algumas modalidades,

a regiao de terminal 3' compreende 1, 2, 3,4,5,6,7,8, 9, 10, 150u 20
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ou mais nucleotideos, por exemplo, que nao estdo associados a estru-
tura secundaria de um de grampo. Em algumas modalidades, a regido
de terminal 3' compreende 1, 2, 3 ou 4 nucleotideos que nao estao as-
sociados a estrutura secundaria de um grampo. Em algumas modali-
dades, a regiao de terminal 3' compreende 4 nucleotideos que néo es-
tdo associados a estrutura secundaria de um grampo. Em algumas
modalidades, a regido de terminal 3' compreende 1, 2 ou 3 nucleoti-
deos que nao estdo associados a estrutura secundaria de um grampo.
2. Modificacoes de sgRNAs

[00131] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
sgRNA que compreende uma ou mais modificacbes dentro de uma ou
mais das seguintes regides: os nucleotideos no terminal 5'; a regido de
haste inferior; a regido de protuberancia; a regido da haste superior; a
regiao de nexo; a regiao de grampo 1; a regiao de grampo 2; e 0s nu-
cleotideos no terminal 3.

[00132] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um
nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modali-
dades, a modificacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-
O-(2-metoxietil) (2'-O-moe). Em algumas modalidades, a modificacao
compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F). Em algu-
mas modalidades, a modificacdo compreende uma ligacdo de fosforo-
tioato (PS) entre nucleotideos.

[00133] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende modifica-
cbes em 1, 2, 3 ou 4 dos primeiros 4 nucleotideos na sua extremidade
5'. Em algumas modalidades, os primeiros trés ou quatro nucleotideos
no terminal 5' e os ultimos trés ou quatro nucleotideos no terminal 3'
sdo modificados. Em algumas modalidades, os primeiros quatro nu-
cleotideos no terminal 5' e os ultimos quatro nucleotideos no terminal
3' estao ligados com ligacdes de fosforotioato (PS). Em algumas mo-

dalidades, a modificacdo compreende 2'-O-Me. Em algumas modali-
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dades, a modificacdo compreende 2'-F. Em algumas modalidades, a
modificagdo compreende 2'-O-moe.

[00134] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende modifica-
cbes em 1, 2, 3 ou 4 dos primeiros 4 nucleotideos na extremidade 5.
Em algumas modalidades, 0 sgRNA compreende modificacbes em 1,
2, 3 ou 4 dos primeiros 4 nucleotideos na extremidade 3'. Em algumas
modalidades, os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os Ulti-
mos quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com uma ligacao
de PS, e os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e os ultimos trés
nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacbes de 2'-O-Me ou
2'-O-moe.

[00135] Em algumas modalidades, os quatro primeiros nucleotideos
no terminal 5' e os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' sdo liga-
dos com uma ligacao de PS, e os trés primeiros nucleotideos no ter-
minal 5' e os trés ultimos nucleotideos no O terminal 3' compreende
modificacbes de 2'-F.

[00136] Em algumas modalidades, um sgRNA é fornecido em que
LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12 sdo modificados com 2'-O-Me. Em
algumas modalidades, cada um dos nucleotideos na regido de protu-
berancia do sgRNA é modificado com 2'-O-Me. Em algumas modali-
dades, cada um dos nucleotideos na regido de haste superior do sgR-
NA é modificado com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, N16, N17 e
N18 na regido de nexo do sgRNA sdo modificados com 2'-O-Me. Em
algumas modalidades, cada um dos nucleotideos na regido de grampo
1 do sgRNA é modificado com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, ca-
da um dos nucleotideos na regidao de grampo 2 do sgRNA é modifica-
do com 2'-O-Me.

[00137] Em algumas modalidades, o sgRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me nos seguintes nucleotideos: os trés
primeiros nucleotideos no terminal 5; LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e
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LS12; B1 e B2 na regido de protuberancia; cada um dos nucleotideos
na regiao de haste superior do sgRNA; N16, N17 e N18 na regiao de
nexo; cada um dos nucleotideos na regido de grampo 1; cada um dos
nucleotideos na regido de grampo 2; e os ultimos quatro nucleotideos
no terminal 3.

[00138] Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgR-
NA adicionalmente compreende acidos nucleicos modificados com 2'-
O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e acidos
nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos quatro nucleo-
tideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, LS9 e LS10 sdo modi-
ficados com 2'-F. Em algumas modalidades, N15, N16, N17 e N18 séo
modificados com 2'-F. Em algumas modalidades, H2-9, H2-10, H2-11,
H2-12, H2-13, HS-14 e H2-15 sdo modificados com 2'-F. Em algumas
modalidades, o segundo ao ultimo, o terceiro ao ultimo e o quarto ao
ultimo nucleotideo no terminal 3' sdo modificados com 2'-F

[00139] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende acidos nucleicos modificados com 2'-F nos
seguintes nucleotideos: LS9 e LS10 na regidao de haste inferior; N15,
N16, N17 e N18 na regiao de nexo; e H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-
13, HS-14 e H2-15 na regido de grampo 2. Em algumas modalidades,
o sgRNA adicionalmente compreende nucleotideos modificados com
2'-F no penultimo, terceiro ao ultimo e quarto ao ultimo nucleotideo no
terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgR-

NA adicionalmente compreende acidos nucleicos modificados com 2'-
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O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e acidos
nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos trés dos ultimos quatro
nucleotideos no terminal 3.

[00140] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em LS1 e LS6; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-
12; um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1 e Gram-
po 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15; e nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos quatro nucleotideos
no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente
compreende trés ligagcbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ul-
timos quatro nucleotideos no terminal 3'.

[00141] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-F em LS1-LS6; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em
US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;
um nucleotideo modificado com 2'-O-Me em "n" entre grampo 1 e
grampo 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15; e
nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos quatro nucleoti-
deos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmen-
te compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ul-
timos quatro nucleotideos no terminal 3'.

[00142] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos

primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 105/390



93/177

com 2'-F em LS2-LS5; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LST
e LS6; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12; nucleo-
tideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12; um nucleotideo
modificado com 2'-O-Me em "n" entre grampo 1 e grampo 2; nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15; e nucleotideos modi-
ficados com 2'-O-Me nos ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende trés
ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos
no terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos no terminal 3.

[00143] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em LS7, LS8, LS11 e LS12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em H1-1 - H1-12; um nucleotideo modificado com 2'-O-Me em "n" en-
tre grampo 1 e grampo 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em
H2-1 - H2-15; e nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgR-
NA adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) li-
gando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacoes
de PS ligando os | quatro nucleotideos no terminal 3.

[00144] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em LS8, LS10 e LS12; nucleotideos modificados com 2'-O-F em LS7,
LS9 e LS11; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;
um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1 e Grampo 2;

nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15; e nucleoti-
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deos modificados com 2'-O-Me nos ultimos quatro nucleotideos no
terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3.

[00145] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12; nucleotideos mo-
dificados com 2'-O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com
2'-0O-Me em H1-1 - H1-12; um nucleotideo modificado com 2'-O-Me
entre Grampo 1 e Grampo 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em H2-1 - H2-15; e nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgR-
NA adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) li-
gando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacoes
de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.

[00146] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12; nucleotideos mo-
dificados com 2'-F em LS9 e LS10; nucleotideos modificados com 2'-
O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1
- H1-12; um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1 e
Grampo 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15; e
nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos quatro nucleoti-
deos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmen-
te compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ul-

timos quatro nucleotideos no terminal 3'.
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[00147] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em H1-1 - H1-12; um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre
Grampo 1 e Grampo 2; nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-
1 - H2-8; nucleotideos modificados com 2'-F em H2-9 - H2-15; nucleo-
tideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo, terceiro do ultimo e
quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e um nucleotideo modifi-
cado com 2'-O-Me no ultimo nucleotideo no terminal 3'. Em algumas
modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende trés ligacbes de
fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal
5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no ter-
minal 3".

[00148] Em algumas modalidades, um RNA guia unico (sgRNA) é
fornecido que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5'; nucleotideos modificados
com 2'-O-Me em US1-US12; nucleotideos modificados com 2'-O-Me
em H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1-10 e H1-12; nucleotideos modificados
com 2'-F em H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9 e H1-11; um nucleotideo
modificado 2'-F entre Grampo 1 e Grampo 2; nucleotideos modificados
com 2'-F em H2-2, H2-4, H2-6, H2-8, H2-10, H2-12; e H2-14; nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me em H2-1, H2-3, H2-5, H2-7, H2-9, H2-
11; H2-13 e H2-15; nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do
ultimo e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e 2'-O-Me modifi-
cado nucleotideo no terceiro do ultimo e ultimo nucleotideo no terminal
3. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende
trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleo-
tideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ultimos quatro

nucleotideos no terminal 3'.
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[00149] Divulgado aqui, em algumas modalidades, € um RNA guia
unico (sgRNA) que compreende modificacdes de 2'-O-Me nos nucleo-
tideos LS8, LS10, LS12, H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1-10, H1-12, H2-1,
H2-3, H2-5, H2-7, H2-9, H2-11, H2-13 e H2-15; e modificacdes de 2'-F
em LS7, LS9, LS11; H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9, H1-11, H1-13, H2-
2, H2-4, H2-6, H2-8, H2-10, H2- 12 e H2-14. Em algumas modalida-
des, 0 sgRNA adicionalmente compreende trés ligacdes de fosforotioa-
to (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés
ligagbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente compreende nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me no ultimo e terceiro ao ultimo nu-
cleotideo no terminal 3'; e nucleotideos modificados com 2'-F no se-
gundo para o ultimo e terceiro para o ultimo nucleotideo no terminal 3.
[00150] Divulgado aqui, em algumas modalidades, € um sgRNA
que compreende os acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID
Nos: 228-232. Divulgado aqui, em algumas modalidades, € um sgRNA
que compreende os acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID
Nos: 235-240, 265-285 e 309-329. Divulgado aqui, em algumas moda-
lidades, é um sgRNA compreende acidos nucléicos tendo pelo menos
99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou 70% de identidade
com o0s acidos nucléicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 235-240,
265-285 e 309-329, em que o padrdo de modificacao é idéntico ao pa-
drdo de modificacdo mostrado no identificador de sequéncia de refe-
réncia. Em algumas modalidades, o sgRNA adicionalmente compre-
ende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3.

[00151] Em algumas modalidades, um sgRNA que compreende
uma modificagdo de extremidade 5' e uma ou mais modificagbes em

um ou mais dos: a regiao de haste superior; a regiao de grampo 1; e a
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regidao de grampo 2 é fornecida, em que a modificacdo da extremidade
5' compreende pelo menos duas ligacdes de fosforotioato nos primei-
ros sete nucleotideos do terminal 5'.

[00152] Em algumas modalidades, um sgRNA que compreende
uma modificagdo de extremidade 5' e uma ou mais modificagbes em
um ou mais de: a regiao de haste superior; a regiao de grampo 1; e a
regidao de grampo 2 é fornecida, em que a modificacdo da extremidade
5' compreende uma ou mais ligacdes de fosforotioato na extremidade
5'do RNA. Em algumas modalidades, uma ou mais ligacdes de fosfo-
rotioato ligam os nucleotideos terminais 5'.

[00153] Em algumas modalidades, um sgRNA que compreende
uma modificagdo de extremidade 5' e uma ou mais modificagbes em
um ou mais de: a regiao de haste superior; a regiao de grampo 1; e a
regidao de grampo 2 é fornecida, em que a modificacdo da extremidade
5' compreende uma ou mais ligacées de fosforotioato dentro dos pri-
meiros sete nucleotideos do terminal 5'.

[00154] Em algumas modalidades, um sgRBNA que compreende
qualquer uma das sequéncias de sgRNA modificado de SEQ ID Nos:
228-332 é fornecido.

[00155] Em algumas modalidades, um sgRNA que compreende ou
consiste em qualquer uma das sequéncias de sgRNA modificado de
SEQ ID Nos: 235-240, 265-285, e 309-329 é fornecido.

[00156] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
sgRNA que compreende qualquer uma das sequéncias modificadas de
SEQ ID Nos: 235-240, 265-285, e 309-329, em que o sgRNA adicio-
nalmente compreende uma sequéncia espacadora 5' que € pelo me-
nos parcialmente complementar a uma sequéncia-alvo, e direciona
uma Cas9 a seu alvo para clivagem.

[00157] Em algumas modalidades, a invencao compreende um

sgRNA que compreende nucleotideos tendo pelo menos 99, 98, 97,
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96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou 70% de identidade com os
nucleotideos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 235-240, 265-285 e
309-329, em que o padrdao de modificacdo é idéntico ao padrao de
modificagdo mostrado no identificador de sequéncia de referéncia. Ou
seja, os nucleotideos A, U, C e G podem diferir em 99, 98, 97, 96, 95,
94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 ou 70% em comparacao com o que é
mostrado nas sequéncias, mas a modificacdo permanece inalterada.
[00158] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
sgRNA que compreende uma ou mais modificacbes dentro de uma ou
mais das seguintes regides: os nucleotideos no terminal 5'; a regido de
haste inferior; a regido de protuberancia; a regido da haste superior; a
regiao de nexo; a regiao de grampo 1; a regiao de grampo 2; e 0s nu-
cleotideos no terminal 3.

[00159] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um
nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modali-
dades, a modificacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-
fluoro (2'-F). Em algumas modalidades, a modificacdo compreende
uma ligacdo de fosforotioato (PS) entre nucleotideos. Em algumas
modalidades, a modificacdo compreende um nucleotideo abasico in-
vertido.

[00160] Em algumas modalidades, um sgRNA é fornecido que
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em: 0s primeiros
trés nucleotideos no terminal 5'; LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12 na
haste inferior; B1 e B2 na regido de protuberancia; cada um dos nu-
cleotideos na regido de haste superior; N16, N17 e N18 na regido de
nexo; cada um dos nucleotideos na regidao de grampo 1; um nucleoti-
deo entre o grampo 1 e o grampo 2; cada um dos nucleotideos na re-
gido de grampo 2; e os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'. Em
uma modalidade, o0 sgRNA adicionalmente compreende trés ligacbes

de PS entre os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés liga-
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cbes de PS entre os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.

[00161] Em algumas modalidades, um sgRNA é fornecido que
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em: os trés pri-
meiros nucleotideos no terminal 5'; LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12
na haste inferior; B1-B6 na regido de protuberancia; cada um dos nu-
cleotideos na regido de haste superior; N16, N17 e N18 na regido de
nexo; cada um dos nucleotideos na regidao de grampo 1; um nucleoti-
deo entre o grampo 1 e o grampo 2; cada um dos nucleotideos na re-
gido de grampo 2; e os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'. Em
uma modalidade, o0 sgRNA adicionalmente compreende trés ligacbes
de PS entre os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés liga-
cbes de PS entre os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.

[00162] Em algumas modalidades, um sgRNA é fornecido que
compreende nucleotideos modificados com 2'-F em: LS9 e LS10 na
haste inferior; 15-N18 na regido de nexo; H2-9-HS-15 na regido de
grampo 2; e o segundo ao ultimo, o terceiro ao ultimo e o quarto ao
ultimo nucleotideos na regidao de terminal 3'.

[00163] Em algumas modalidades, um sgRNA é fornecido que
compreende nucleotideos modificados com 2'-F em: cada nucleotideo
na haste inferior; 15-N18 na regido de nexo; H2-9-HS-15 na regido de
grampo 2; e o segundo ao ultimo, o terceiro ao ultimo e o quarto ao
ultimo nucleotideo na regido de terminal 3'.

[00164] Em algumas modalidades, é fornecido um RNA guia unico
(sgRNA) que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em
LS8, LS10, LS12, H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1- 10, H1-12, H2-1, H2-3,
H2-5, H2-7, H2-9, H2-11, H2-13, H2-15 e o ultimo e terceiro a ultimo
nucleotideos a terminal 3'; e modificacbes com 2'-F em LS7, LS9,
LS11; H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9, H1-11, H1-13, H2-2, H2-4, H2-6,
H2-8, H2-10, H2- 12, H2-14, e 0 segundo ao ultimo e quarto ao ultimo

nucleotideo no terminal 3'.

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 112/390



100/177

[00165] Cada uma das seguintes modalidades sao abrangidas:
[00166] Modalidade 01. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende uma ou mais modificacbes em uma ou mais das seguintes regi-
oes:

o terminal 5';

a regiao de haste inferior;

a regiao de protuberancia;

a regiao da haste superior;

a regiao de nexo;

-~ o a0 o p

a regiao de grampo 1;

a regiao de grampo 2; e

Q@

h. oterminal 3"
[00167] Modalidade 02. O sgRNA da modalidade 1, em que a modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-
Me).
[00168] Modalidade 03. O sgRNA da modalidade 1, em que a modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).
[00169] Modalidade 04. O sgRNA da modalidade 1, em que a modi-
ficacdo compreende uma ligacdao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.
[00170] Modalidade 05. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-3, em que os primeiros trés ou quatro nucleotideos no terminal 5'
e os ultimos trés ou quatro nucleotideos no terminal 3' sdo modifica-
dos.
[00171] Modalidade 06. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-5, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os
ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com ligagdes
de fosforotioato (PS).
[00172] Modalidade 07. O sgRNA da modalidade 5, em que a modi-

ficacdo compreende 2'-O-Me.
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[00173] Modalidade 08. O sgRNA da modalidade 5, em que a modi-
ficacdo compreende 2'-F.

[00174] Modalidade 09. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-7, em que 0s primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os
ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' sdo ligados com uma
ligagdo de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e
os ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacdes
de 2'-O-Me.

[00175] Modalidade 10. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-8, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os
ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com uma liga-
cao de PS e em que os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e os
ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacbes de
2'-F.

[00176] Modalidade 11. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-10, em que LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12 sdo modificados
com 2'-O-Me.

[00177] Modalidade 12. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-11, em que cada um dos nucleotideos na regido de protuberan-
cia € modificado com 2'-O-Me.

[00178] Modalidade 13. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-12, em que cada um dos nucleotideos na regidao de haste supe-
rior € modificado com 2'-O-Me.

[00179] Modalidade 14. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-13, em que N16, N17 € N18 na regido de nexo sdo modificados
com 2'-O-Me.

[00180] Modalidade 15. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-14, em que cada um dos nucleotideos na regido de grampo 1 é
modificado com 2'-O-Me.

[00181] Modalidade 16. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
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des 1-15, em que cada um dos nucleotideos na regiao de grampo 2 &
modificado com 2'-O-Me.
[00182] Modalidade 17. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende acidos nucleicos modificados com 2'-O-Me nos seguintes nucleo-
tideos:

a. 0s primeiros trés nucleotideos no terminal 5';

b. LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e LS12 na regido de haste in-
ferior;
B1 e B2 na regido de protuberancia;
. cada nucleotideo na regido de haste superior;

.N16, N17 e N18 na regiao de nexo;

-~ 0 o o

cada nucleotideo na regido de grampo 1;

. cada nucleotideo na regido de grampo 2; e

(@]

h. os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00183] Modalidade 18. O sgRNA da modalidade 17, em que B3-B6
sao modificados com 2'-O-Me.
[00184] Modalidade 19. O sgRNA da modalidade 17, que compre-
ende adicionalmente trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os
primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacdes de PS Ili-
gando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
[00185] Modalidade 20. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-10, em que LS9 e LS10 sdo modificados com 2'-F.
[00186] Modalidade 21. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-10 e 20, em que N15, N16, N17 e N18 sdo modificados com 2'-
F.
[00187] Modalidade 22. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 1-10 e 20-21, em que H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 ¢
H2-15 sdo modificados com 2'-F.
[00188] Modalidade 23. O sgRNA de qualquer uma das modalida-

des 1-10 e 21-22, em que o0 segundo ao ultimo, o terceiro ao ultimo e o
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quarto ao ultimo nucleotideos no terminal 3' sdo modificados com 2'-F.
[00189] Modalidade 24. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende nucleotideos modificados com 2'-F nas seguintes posi¢des:

a. LS9 e LS10 na regido de haste inferior;

b. N15, N16, N17 e N18 na regiao de nexo; e

c. H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 e H2-15 na re-
giao de grampo 2.
[00190] Modalidade 25. O sgRNA da modalidade 24, que adicio-
nalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-F no segundo
a ultimo, terceiro a ultimo e quarto a ultimos nucleotideos no terminal
3"
[00191] Modalidade 26. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 24 ou 25, que adicionalmente compreende trés ligacdes de fosfo-
rotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e
trés ligacdes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal
3"
[00192] Modalidade 27. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 24-26, que adicionalmente compreende nucleotideos modificados
com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e
nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos trés dos ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3.
[00193] Modalidade 28. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1 e LS6;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1

e Grampo 2;
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f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00194] Modalidade 29. O sgRNA da modalidade 28 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00195] Modalidade 30. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS1-LS6;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00196] Modalidade 31. O sgRNA da modalidade 30 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00197] Modalidade 32. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS2-LS5;
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nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1 e LS6;
nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;
nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

C.

d.

e.

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g.

nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00198] Modalidade 33. O sgRNA da modalidade 32 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00199] Modalidade 34. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3.
[00200] Modalidade 35. O sgRNA da modalidade 34 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-

meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
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0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00201] Modalidade 36. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00202] Modalidade 37. O sgRNA da modalidade 36 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00203] Modalidade 38. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. 2'- nucleotideos modificados por O-Me em LS8, LS10 e
LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-F em LS7, LS9 e
LS11;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;
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f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00204] Modalidade 39. O sgRNA da modalidade 32 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00205] Modalidade 40. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8,LS11 e LS12

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3.
[00206] Modalidade 41. O sgRNA da modalidade 40 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos ao terminal 3'
[00207] Modalidade 42. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende
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a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8, LS11 e LS12;

c. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos no terminal 3'.
[00208] Modalidade 43. O sgRNA da modalidade 43 adicionalmente
compreende trés ligagcbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ul-
timos quatro nucleotideos no terminal 3'.
[00209] Modalidade 44. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

d. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-8;

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-9 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo,
terceiro do ultimo e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

h. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me no ultimo nucle-
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otideo no terminal 3.
[00210] Modalidade 45. O sgRNA da modalidade 44 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00211] Modalidade 46. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-
ende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos no terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-2, H1-4,
H1-6, H1-8, H1-10 € H1-12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em H1-1, H1-3, H1-5,
H1-7, H1-9 e H1-11;

e. um nucleotideo modificado 2'-F entre Grampo 1 e Gram-
po 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-2, H2-4, H2-6,
H2-8, H2-10, H2-12; e H2-14;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1, H2-3,
H2-5, H2-7, H2-9, H2-11; H2-13 € H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo
e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

i. Nucleotideo modificado com 2'-O-Me no terceiro e ultimo
nucleotideo no terminal 3.
[00212] Modalidade 47. O sgRNA da modalidade 46 que adicional-
mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos ao terminal 3.
[00213] Modalidade 48. Um RNA guia unico (sgRNA) que compre-

ende

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 122/390



110/177

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me LS8, LS10, LS12,
H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1-10, H1-12, H2-1, H2-3, H2-5, H2-7, H2-9,
H2-11, H2-13 e H2-15; e

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS7, LS9, LS11;
H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9, H1-11, H1-13, H2-2, H2-4, H2-6, H2-8,
H2-10, H2- 12 e H2-14,
[00214] Modalidade 49. O sgRNA da modalidade 48, que compre-
ende adicionalmente trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os
primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacdes de PS Ili-
gando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
[00215] Modalidade 50. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 48-49, que adicionalmente compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me no ultimo e tercei-
ro ao ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

b. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo para o ul-
timo e terceiro para o ultimo nucleotideo no terminal 3'.
[00216] Modalidade 51. Um sgRNA que compreende os acidos nu-
cleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 228-332.
[00217] Modalidade 52. Um sgRNA que compreende os acidos nu-
cleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-
329.
[00218] Modalidade 53. Um sgRNA que compreende acidos nuclei-
cos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75
ou 70% de identidade com os &cidos nucleicos de qualquer uma das
SEQ ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-329, em que o padrdo de modi-
ficacdo é idéntico ao o padrdao de modificacdo mostrado no identifica-
dor de sequéncia de referéncia.
[00219] Modalidade 54. O sgRNA de qualquer uma das modalida-
des 51-53, que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforoti-

oato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés
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ligagbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
B. Composicoes de dgRNAs

[00220] Em algumas modalidades, as composi¢cées € métodos da
invencao compreendem gRNA que compreende um crBNA e trRNA
que direcionam uma nuclease, como Cas9 para uma sequéncia de
DNA alvo. Em algumas modalidades, os gRNAs estao associados,
mas em duas moléculas de RNA separadas (RNA guia dual ou dgR-
NA).

[00221] Tabela 2 e FIG. 21C proporciona uma descricdo de domi-
nios de um RNAp tal como aqui utilizado. A regiao de terminal 5' pode
compreender uma regiao espagadora no ou perto do terminal 5' do
crBRNA e funciona para direcionar uma Cas9 a uma regido-alvo no
DNA, por exemplo, como aqui descrito. Na Tabela 2, o "n" entre regi-
des representa um numero variavel de nucleotideos, por exemplo, de
0a1,2,3,4,5/6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou
mais. Em algumas modalidades, n é igual a 0. Qualquer um dos dgR-
NAs aqui descritos pode incluir um "n" entre qualquer dominio.

[00222] Tabela 3 e FIG. 21C fornecem uma descricdo de dominios
de um trBNA, tal como aqui utilizado. Na Tabela 3, 0 "n" entre regides
representa um numero variavel de nucleotideos, por exemplo, de 0 a
1,2,3,4,5/6,7,8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou
mais. Em algumas modalidades, n é igual a 0. Qualquer um dos dgR-
NAs aqui descritos pode incluir um "n" entre qualquer dominio.

1. Dominios de dgRNAs

[00223] Como descrito em Briner 2014, os dgRNAs podem ser de-
senvolvidos com base em dominios funcionais especificos, aqui referi-
dos como "dominios", incluindo o espacador responsavel pelo direcio-
namento, dominios de haste inferior, a protuberancia, a haste superior,
0 nexo e grampo. Em dgRNAs, o crBRNA compreende alguns compo-

nentes do gRNA e o trBRNA compreende alguns componentes do
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gRNA.

[00224] Regides de crBNAs sao fornecidas na Tabela 2 e FIG 21C.
Regides de trBNAs sao fornecidas na Tabela 3 e na FIG. 21C. A FIG
21C mostra um esquema de um dgRNA exemplar.

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 125/390



Tabela 2: Regides de crRNA (vista linear, 5' para 3')

LS1-6

B1-2

US1-14

terminal 5' (n)

haste inferior

n protuberancia

haste superior

terminal 3'

Tabela 3: Regioes de trRNA (vista linear, 5' para 3')

US1-11

Bi-4

N1-18

H1-1 através
H1-12

H2-1 através
H2-15

terminal 5' (n) | haste superior

protuberancia

n nexo

grampo 1 n

grampo 2 | terminal 3'
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a) Reqiao de terminal 5'

[00225] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende nucleoti-
deos no terminal 5' do crBNA e trBRNA como mostrado nas Tabelas 2-3
e FIG 21C.

[00226] Em algumas modalidades, o terminal 5' do crRNA compre-
ende uma regido espacadora ou guia que funciona para direcionar
uma proteina Cas para uma sequéncia de nucleotideos alvo. Em al-
gumas modalidades, o terminal 5' nao compreende uma regiao espa-
cadora ou guia. Em algumas modalidades, o terminal 5' compreende
um espacador e nucleotideos adicionais que n&o funcionam para dire-
cionar uma proteina Cas para uma regiao nucleotidica alvo.

[00227] Em algumas modalidades, a regidao-guia compreende 0s
primeiros 1-10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 nucleotideos
na extremidade 5' do crBNA. Em algumas modalidades, a regiao-guia
compreende 20 nucleotideos. Em algumas modalidades, a regido-guia
pode compreender 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24 ou 25 ou mais nucleotideos. Em algumas modalida-
des, a regido-guia pode compreender 17 nucleotideos. Em algumas
modalidades, a regido-guia pode compreender 18 nucleotideos. Em
algumas modalidades, a regido-guia pode compreender 19 nucleoti-
deos.

[00228] Em algumas modalidades, a selecao da regido-guia € de-
terminada com base em sequéncias alvo dentro do gene de interesse
para edicao. Por exemplo, em algumas modalidades, o crRNA com-
preende uma regido-guia que € complementar as sequéncias alvo de
um gene de interesse.

[00229] Em algumas modalidades, a sequéncia-alvo no gene de
interesse pode ser complementar a regido-guia do crBRNA. Em algu-
mas modalidades, o grau de complementaridade ou identidade entre

uma regidao-guia de um RNAr e a sua sequéncia-alvo correspondente
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no gene de interesse pode ser cerca de 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% em algu-
mas modalidades, a regido-guia de um crBNA e a regido-alvo de um
gene de interesse podem ser 100% complementares ou idénticas. Em
outras modalidades, a regiao-guia de um RNAr e a regiao-alvo de um
gene de interesse podem conter pelo menos um erro de emparelha-
mento. Por exemplo, a regido-guia de um crBNA e a sequéncia-alvo
de um gene de interesse podem conter 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 ou 10
incompatibilidades, em que o comprimento total da sequéncia-alvo é
pelo menos cerca de 17, 18, 19, 20 ou mais pares de bases. Em al-
gumas modalidades, a regidao-guia de um crBNA e a regiao-alvo de um
gene de interesse podem conter 1-6 incompatibilidades em que a se-
quéncia guia compreende pelo menos cerca de 17, 18, 19, 20 ou mais
nucleotideos. Em algumas modalidades, a regido-guia de um crBNA e
a regido-alvo de um gene O interesse pode conter 1, 2, 3, 4, 50u 6
incompatibilidades em que a sequéncia guia compreende cerca de 20
nucleotideos.

[00230] Em algumas modalidades, o trBNA compreende um termi-
nal 5. Em algumas modalidades, o trBRNA compreende um terminal 5’
que forma, em parte, a haste superior de um dgRNA. O terminal 5' do
trRNA nao é complementar a uma regidao do gene-alvo.

b) Haste inferior

[00231] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende uma regi-
ao de haste inferior (LS). A regido de haste inferior compreende uma
regido de haste inferior de crBNA e uma regido de haste inferior de
trRNA que se associa como representado na FIG. 21C. Em algumas
modalidades, a regido de haste inferior do crRNA é pelo menos parci-
almente complementar a regido da haste inferior do trBRNA. Em algu-
mas modalidades, a regido de haste inferior do crRNA é totalmente

complementar a regido de haste inferior do trRNA.

Peticdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 128/390



116/177

[00232] Em algumas modalidades, a regido de haste inferior do
crBRNA e trBNA cada um compreende 6 nucleotideos. Em algumas
modalidades, a regido de haste inferior do crNN e trRNA compreende
cada um compreendendo menos nucleotideos do que os mostrados
nas Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C. Em algumas modalidades, a regido de
haste inferior compreende mais nucleotideos do que os mostrados nas
Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C. Quando a regido de haste inferior com-
preende menos ou mais nucleotideos do que os mostrados no esque-
ma das Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C, os padrdes de modificacdo, como
sera evidente para o versado na técnica, sdo mantidos. Em algumas
modalidades, o numero de nucleotideos na haste inferior do crBRNA
difere do numero de nucleotideos na haste inferior do trRNA.

c) Protuberancia

[00233] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende uma regi-
ao de protuberancia (B). Em algumas modalidades, o crRNA compre-
ende uma regiao de protuberancia e o trBNA compreende uma regiao
de protuberancia. Em algumas modalidades, cada regidao de protube-
rancia compreende 1-4 nucleotideos. Em algumas modalidades, a re-
giao de protuberancia do crBRNA compreende dois nucleotideos, e a
regido de protuberancia do trBRNA compreende quatro nucleotideos.
[00234] Em algumas modalidades, a regido de protuberancia crRNA
esta localizada entre a regido de haste inferior e a regiao de haste su-
perior do crRNA. Em algumas modalidades, a regido de protuberancia
do crBNA compreende dois nucleotideos. Em algumas modalidades, a
regido de protuberancia do crBRNA compreende os nucleotideos B1 e
B2, como mostrado na Tabela 2 e FIG. 21C.

[00235] Em algumas modalidades, a regido de protuberancia trRENA
esta localizada entre a regidao de haste superior e a regido de haste
inferior do trRNA. Em algumas modalidades, a regido de protuberancia

do trBRNA compreende quatro nucleotideos. Em algumas modalidades,
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a regiao de protuberancia do trRNA compreende os nucleotideos B1 a
B4, como mostrado na Tabela 3 e FIG. 21C.

[00236] Em algumas modalidades, a presenca de uma protuberan-
cia resulta em uma dobra direcional entre os mdédulos de hastes supe-
rior e inferior em um dgRNA. A protuberancia de crBNA e a protube-
rancia de trBRNA podem ser parcialmente complementares. A protube-
rancia de crBNA e a protuberancia de trRNA podem nédo ter comple-
mentaridade.

[00237] Em algumas modalidades, as regides de protuberancia do
crBRNA e trRNA compreendem mais nucleotideos do que os mostrados
nas Tabelas 2 e 3 e FIG. 21C. Quando a regiao de protuberancia
compreende menos ou mais nucleotideos do que os mostrados no es-
quema das Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C, os padrbes de modificacao,
como serd evidente para o versado na técnica, sao mantidos. Em al-
gumas modalidades, o numero de nucleotideos na protuberancia do
crRNA difere do numero de nucleotideos na protuberancia do trRNA.
d) Haste superior

[00238] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende uma regi-
ao de haste superior (US). A regidao de haste superior compreende
uma regiao de haste superior de crBNA e uma regiao de haste superi-
or de trBNA que se associa como representado na FIG. 21C. Em al-
gumas modalidades, a regido de haste superior do crBNA & pelo me-
nos parcialmente complementar a regido de haste superior do trRNA.
Em algumas modalidades, a regido de haste superior do crBRNA é to-
talmente complementar a regido de haste superior do trRNA.

[00239] Em algumas modalidades, a regiao de haste superior do
crRNA compreende quatorze nucleotideos. Em algumas modalidades,
a regiao de haste superior do trBRNA compreende onze nucleotideos.
Em algumas modalidades, as regides de haste superior do RNAr e

RNAt compreendem cada uma menos nucleotideos do que 0s mostra-
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dos nas Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C. Em algumas modalidades, as re-
gides de haste superior do crBNA e trBRNA compreendem mais nucleo-
tideos do que os mostrados nas Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C. Quando a
regido de haste superior compreende menos ou mais nucleotideos do
que os mostrados no esquema das Tabelas 2 e 3 e a FIG. 21C, os pa-
drées de modificagcdo, como sera evidente para o versado na técnica,
sao mantidos.

[00240] Em algumas modalidades, a haste superior do crBNA com-
preende nucleotideos US1 a US14, como mostrado na Tabela 2 e FIG.
21C.

[00241] Em algumas modalidades, a haste superior do trBRNA com-
preende nucleotideos US1 a US11 como mostrado na Tabela 3 e FIG.
21C.

e) Nexo

[00242] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende um trRNA
que compreende uma regiao de nexo. Em algumas modalidades, o
nexo esta entre a regidao de haste inferior e a regido em grampo 1 do
trRNA. Em algumas modalidades, o0 nexo esta localizado imediatamen-
te a jusante da haste inferior do trBNA. Em algumas modalidades, o
nexo compreende dezoito nucleotideos. Em algumas modalidades, a
regido de nexo do trBNA compreende os nucleotideos N1-N18, como
mostrado na Tabela 3 e FIG. 21C. Em algumas modalidades, 0 nexo
compreende menos nucleotideos do que os mostrados na Tabela 3 e
FIG. 21C. Em algumas modalidades, a regido de nexo do trBRNA com-
preende mais nucleotideos do que os mostrados na Tabela 3 e a FIG.
21C. Quando a regido de nexo compreende menos ou mais nucleoti-
deos do que os mostrados na Tabela 3 e a FIG. 21C, os padrdes de
modificagdo, como sera evidente para o versado na técnica, sdo man-
tidos.

[00243] Em algumas modalidades, a regido de nexo tem nucleoti-
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deos que sdo complementares na sequéncia de acido nucleico quando
lida em direcOes opostas. Em algumas modalidades, a complementa-
ridade na sequéncia de acido nucleico conduz a uma estrutura secun-
daria de uma cadeia haste e/ou laco de haste no sgRNA (por exempilo,
certos nucleotideos na regido de nexo podem emparelhar a base uns
com os outros). Em algumas modalidades, as regides do nexo podem
nao ser perfeitamente complementares umas as outras quando lidas
em diregcOes opostas.

f) Grampo

[00244] Em algumas modalidades, a regiao de grampo do trBRNA é
a jusante da regiao de nexo. Em algumas modalidades, a regiao de
nucleotideos imediatamente a jusante da regido de nexo é denomina-
da "grampo 1". Em algumas modalidades, a regido de nucleotideos
imediatamente a jusante da regidao do grampo 1 € denominada "gram-
po 2". Em algumas modalidades a regiao de grampo compreende
grampo 1 e grampo 2. Em alguns casos, grampo 1 e grampo 2 sao
separados por um ou mais nucleotideos "n". Em algumas modalida-
des, n = 1. Em algumas modalidades, o trBRNA compreende apenas
grampo 1 ou grampo 2.

[00245] A substituicdo da regiao de grampo 1 de um trBNA com 2
nucleotideos foi mostrada para permitir a atividade de edicdo de uma
Cas RNP (vide US20150376586, Fig. 16). Em algumas modalidades, o
trRNA compreende a substituicdo de grampo 1 por nucleotideos "n",
em que "n" € um numero inteiro entre 1 e 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5,4, 3
e 2. Em algumas modalidades, a regidao de grampo 1 de um trBNA é
substituida por 2 nucleotideos.

[00246] Em algumas modalidades, grampo 1 do trBNA compreende
doze nucleotideos imediatamente a jusante da regido de nexo. Em al-
gumas modalidades, a regiao de grampo 1 do trBRNA compreende 0s

nucleotideos H1-1 a H1-12, como mostrado na Tabela 3 e na FIG.
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21C.

[00247] Em algumas modalidades, nucleotideos sem grampo estao
presentes entre as regides de grampo 1 e de grampo 2 do trBNA. Em
algumas modalidades, um a dois nucleotideos sem grampo residem
entre o grampo 1 e o grampo 2.

[00248] Em algumas modalidades, grampo 2 do trBNA compreende
quinze nucleotideos apds (3' para) grampo 1. Em algumas modalida-
des, a regidao de grampo 2 do trBRNA compreende nucleotideos H2-1 a
H2-15, como mostrado na Tabela 3 e FIG. 21C. Em algumas modali-
dades, a regido de grampo 2 do trBRNA compreende os nucleotideos
H2-1 a H2-15 como mostrado na Tabela 3, e o "n" entre o grampo 1 €
ogrampo2é 1 ou 2.

[00249] Em algumas modalidades, uma regiao de grampo do trRNA
compreende mais nucleotideos do que os mostrados na Tabela 3 e
FIG. 21C. Quando uma regido em grampo compreende menos ou
mais nucleotideos do que os mostrados na Tabela 3 e a FIG. 21C, os
padrbes de modificacdo, como sera evidente para o versado na técni-
ca, sao mantidos.

[00250] Em algumas modalidades, uma regiao de grampo tem nu-
cleotideos que sdo complementares na sequéncia de acido nucleico
quando lidos em dire¢cOes opostas. Em algumas modalidades, as regi-
6es em grampo podem nao ser perfeitamente complementares umas
as outras quando lidas em direcbes opostas (por exemplo, o topo ou
lago do grampo compreende nucleotideos ndo emparelhados).

[00251] Em algumas modalidades, o irRNA compreende a substi-
tuicdo de grampo 1 com nucleotideos "n", em que "n" &€ um inteiro en-
tre 1 e 50, 40, 30, 20, 15, 10, 5, 4, 3 e 2 Em algumas modalidades, a
regido de grampo 1 de um trRNA ¢é substituida por 2 nucleotideos.

q) Terminal 3'

[00252] Em algumas modalidades, o dgRNA compreende um trRNA
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que compreende uma regido de terminal 3' que compreende nucleoti-
deos adicionais apds (3' para) a regidao de grampo (s). Em algumas
modalidades, a regido de terminal 3' compreende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15 ou 20 ou mais nucleotideos que nao estdo associados a es-
trutura secundaria de um grampo. Em algumas modalidades, a regiao
de terminal 3' compreende 1, 2, 3 ou 4 nucleotideos que nao estao as-
sociados a estrutura secundaria de um grampo. Em algumas modali-
dades, a regiao de terminal 3' compreende 4 nucleotideos que néo es-
tAo associados a estrutura secundaria de um grampo. Em algumas
modalidades, a regido de terminal 3' compreende 1, 2 ou 3 nucleoti-
deos que nao estao associados a estrutura secundaria de um grampo.
2. Modificacoes de dgRNAs

[00253] Em algumas modalidades, um dgRNA compreende um
crRNA modificado e um trRNA nao modificado. Em algumas modali-
dades, um dgRNA compreende um crRNA ndao modificado e um trRNA
modificado. Em algumas modalidades, tanto o crBRNA como o trRNA
de um dgRNA compreendem modificacdes.

[00254] Em algumas modalidades, os gRNAs descritos no presente
sdo em duas moléculas de RNA separadas (guia duplo ou dgRNA).
Vide, Tabelas 2, 3 e FIG. 21C.

[00255] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
dgRNA que compreende ou consiste em a) qualquer uma das sequén-
cias de crBRNA de SEQ ID Nos: 1-187; e b) qualquer uma das sequén-
cias de trBNA descritas nas SEQ ID Nos: 188-227.

[00256] Em algumas modalidades, um dgRNA que compreende
qualquer uma das sequéncias de crRNA modificado de 1-187 é forne-
cido.

[00257] Em algumas modalidades, um dgRNA que compreende
qualquer uma das sequéncias de trBRNA modificado de 188-227 é for-

necido.
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[00258] Em algumas modalidades, um dgRNA que compreende
qualquer uma das sequéncias de crRNA modificado de SEQ ID Nos:
19-31, 53-73, e 104-130 é fornecido. Em algumas modalidades, a in-
vencao compreende um dgRNA que compreende qualquer uma das
sequéncias modificadas de SEQ ID Nos: 19-31, 53-73 e 104-130, em
que o crBRNA adicionalmente compreende uma sequéncia espacadora
5' que é pelo menos parcialmente complementar a uma sequéncia-
alvo, e direciona uma Cas9 a seu alvo para clivagem.

[00259] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
crBRNA que compreende qualquer uma das sequéncias descritas em
SEQ ID Nos: 1-187. Em algumas modalidades, a invencao compreen-
de um crBRNA que compreende ou consiste em qualquer uma das se-
quéncias descritas nas SEQ ID Nos: 19-31, 53-73 e 104-130. Em al-
gumas modalidades, a invengcao compreende um crBNA que compre-
ende qualquer uma das sequéncias descritas nas SEQ ID Nos: 19-31,
53-73 e 104-130 e uma regiao espacadora.

[00260] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
trRNA que compreende ou consiste em qualquer uma das sequéncias
descritas em SEQ ID Nos: 188-277.

[00261] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
crRNA que compreende nucleotideos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96,
95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou 70% de identidade com os nucle-
otideos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 1-187, em que o padrao de
modificacado € idéntico ao padrao de modificacdo mostrado no identifi-
cador de sequéncia de referéncia. Ou seja, 0os nucleotideos A, U, C e
G podem diferir em 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 ou
70% em comparacdo com o0 que € mostrado nas sequéncias, mas a
modificagdo permanece inalterada.

[00262] Em algumas modalidades, a invencao compreende um

trRNA que compreende nucleotideos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96,
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95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75, ou 70% de identidade com os nucle-
otideos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 188-277, em que o padrao
de modificacao é idéntico ao padrdo de modificacdo mostrado no iden-
tificador de sequéncia de referéncia. Ou seja, os nucleotideos A, U, C
e G podem diferir em 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75
ou 70% em comparacao com o que € mostrado nas sequéncias, mas a
modificacdo em cada nucleotideo permanece inalterada.

3. crRNAs, trEBNAs e dgRNAs com modificacoes

[00263] Em algumas modalidades, o crBRNA compreende um ou
mais nucleotideos modificados dentro de um ou mais do terminal 5,
haste inferior, protuberancia, haste superior e terminal 3.

[00264] Em algumas modalidades, a modificagdo compreende 2'-O-
Me.

[00265] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende 2'-F.

[00266] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende uma
ligacao de fosforotioato (PS) ligando um ou mais nucleotideos. Em al-
gumas modalidades, a modificacdo é de trés ligacbes de PS ligando
0s primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.

[00267] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um
nucleotideo abasico invertido.

[00268] Em algumas modalidades, um crBRNA é fornecido que com-
preende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em cada nucleotideo
na haste superior. Em algumas modalidades, US-1 a US-14 do crRNA
sdo modificados com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, LS1 e LS6
do crBRNA sado modificados com 2'-O-Me. Em algumas modalidades,
LS5 do crRNA é modificado com 2'-O-Me.

[00269] Em algumas modalidades, um crBNA que compreende nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me em cada um dos nucleotideos na

haste superior, e LS1 e LS6 na haste inferior é fornecido. Em algumas
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modalidades, o crBRNA adicionalmente compreende um ou mais nucle-
otideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regiao de terminal 5'
e/ou 3', por exemplo, em uma modificacao de extremidade 5' e/ou 3'.
[00270] Em algumas modalidades, um crBNA que compreende nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me em cada um dos nucleotideos na
haste superior, LS1, LS5 e LS6 na haste inferior é fornecido. Em al-
gumas modalidades, o crRNA adicionalmente compreende um ou mais
nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regiao de ter-
minal 5' e/ou 3', por exemplo, em uma modificacdo de extremidade 5'
e/ou 3.

[00271] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
crBRNA que compreende nucleotideos modificados com 2'-F em LS1,
LS2 e LS6 na haste inferior. Em algumas modalidades, o crRNA adici-
onalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-F em cada
um dos B1 e B2 na regido de protuberancia. Em algumas modalida-
des, a invencado compreende um crRNA que compreende nucleotideos
modificados com 2'-F em LS1, LS2 e LS6 na haste inferior, € em cada
um dos B1 e B2 na regido de protuberancia. Em algumas modalida-
des, o crBRNA adicionalmente compreende um ou mais nucleotideos
modificados com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regido de terminal 5' e/ou 3/,
por exemplo, em uma modificacdo de extremidade 5' e/ou 3.

[00272] Em algumas modalidades, o crBRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me nos nucleotideos LS1 e LS6 na regiao
de haste inferior; cada um dos acidos nucleicos na regiao de protube-
rancia; e cada um dos acidos nucleicos na regido de haste superior.
Em algumas modalidades, o nucleotideo LS5 do crBRNA também &
modificado com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, LS2, LS3 e LS4
do crBRNA nao sdo modificados. Em algumas modalidades, o crRNA
adicionalmente compreende um ou mais nucleotideos modificados

com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regido de terminal 5' e/ou 3', por exem-
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plo, em uma modificagdo de extremidade 5' e/ou 3'.

[00273] Em algumas modalidades, o crBRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-Fluoro (2'-F) em LS1, LS2 e LS6 na regido de
haste inferior, e cada um dos nucleotideos na regido de protuberancia.
Em algumas modalidades, o crRNA compreende nucleotideos modifi-
cados com 2'-Fluoro (2'-F) em LS1, LS2 e LS6 na regido de haste infe-
rior, e em B1 e B2 na regido de protuberancia. Em algumas modalida-
des, o crBNA compreende nucleotideos modificados com 2'-Fluoro (2'-
F) em LS1-LS6 na regido de haste inferior, e cada um dos nucleoti-
deos na regido de protuberancia. Em algumas modalidades, o crRNA
adicionalmente compreende um ou mais nucleotideos modificados
com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regido de terminal 5' e/ou 3', por exem-
plo, em uma modificagdo de extremidade 5' e/ou 3'.

[00274] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
trRNA que compreende um ou mais nucleotideos modificados dentro
de uma ou mais das seguintes regides: o terminal 5', a regiao de haste
superior; a regido de protuberancia; a regido de haste inferior; a regiao
de nexo; a regiao de grampo 1; a regiao interveniente entre as regides
de grampo 1 e de grampo 2; a regiao de grampo 2; e a regiao de ter-
minal 3".

[00275] Em algumas modalidades, a modificagdo compreende 2'-O-
Me.

[00276] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende 2'-F.
[00277] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende uma
ligacao de fosforotioato (PS) ligando um ou mais nucleotideos. Em al-
gumas modalidades, a modificacdo é de trés ligacbes de PS ligando
0s primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.

[00278] Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um
nucleotideo abasico invertido.

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 138/390



126/177

[00279] Em algumas modalidades, o trBRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me em cada acido nucleico na haste supe-
rior; B1 e B2 na regido de protuberancia; LS1 e LS2 na regido de haste
inferior; N3, N4, N5, N15, N16, N17 e N18 na regido de nexo; cada nu-
cleotideo na regidao de grampo 1; um nucleotideo entre a regido de
grampo 1 e de grampo 2; e cada nucleotideo na regiao de grampo 2.
Em algumas modalidades, o trBNA adicionalmente compreende um ou
mais nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-O-moe na regiao de
terminal 5' e/ou 3', por exemplo, em uma modificacdo de extremidade
5"e/ou 3.

[00280] Em algumas modalidades, o trRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-O-Me em cada acido nucleico na haste supe-
rior; cada nucleotideo na regido de protuberancia; LS1, LS2, LS5 e
LS6 na regiao de haste inferior; N3-N5, N10-N18 na regiao de nexo;
cada nucleotideo na regido de grampo 1; um nucleotideo entre a regi-
ao de grampo 1 e de grampo 2; e cada nucleotideo na regido de
grampo 2. Em algumas modalidades, o crBRNA adicionalmente com-
preende um ou mais nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-O-
moe na regido de terminal 5' e/ou 3', por exemplo, em uma modifica-
cao de extremidade 5' e/ou 3'.

[00281] Em algumas modalidades, o trBRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-F em N15 a N18 na regido de nexo. Em al-
gumas modalidades, o trRNA adicionalmente compreende um ou mais
nucleotideos modificados com 2'-F na regido de terminal 5' e/ou 3', por
exemplo, em uma modificagao de extremidade 5' e/ou 3.

[00282] Em algumas modalidades, o trBRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-F em LS4 e LS5 na regido de haste inferior, e
N13-N18 na regiao de nexo. Em algumas modalidades, o trRNA adici-
onalmente compreende um ou mais nucleotideos modificados com 2'-

F na regido de terminal 5' e/ou 3', por exemplo, em uma modificacao
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de extremidade 5' e/ou 3'.

[00283] Em algumas modalidades, o trRNA compreende nucleoti-
deos modificados com 2'-F em LS1, LS3 e LS5 na haste inferior, e nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me em LS2, LS4 e LS6 no haste infe-
rior.

[00284] Divulgado aqui, em algumas modalidades, € um crispr RNA
(crBNA) que compreende uma ou mais modificagdes dentro de uma
ou mais das seguintes regiées: 0s primeiros cinco nucleotideos no
terminal 5'; a regido de haste inferior; a regido de protuberancia; a re-
giao da haste superior; e os ultimos cinco nucleotideos no terminal 3'.
Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um nucleotideo
modificado com 2'-O-metil (2'-O-Me). Em algumas modalidades, a mo-
dificacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).
Em algumas modalidades, a modificacdo compreende uma ligacao de
fosforotioato (PS) entre nucleotideos. Em algumas modalidades, os
primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e os trés ultimos nucleoti-
deos no terminal 3' sdo modificados. Em algumas modalidades, os
primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ultimos quatro nucle-
otideos no terminal 3' sdo ligados a ligagdes de fosforotioato (PS). Em
algumas modalidades, a modificacdo compreende 2'-O-Me. Em algu-
mas modalidades, a modificacdo compreende 2'-F. Em algumas moda-
lidades, os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com uma ligacdo de
PS, e em que os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés
ultimos nucleotideos no terminal 3' compreende modificacdes de 2'-O-
Me. Em algumas modalidades, os primeiros quatro nucleotideos no
terminal 5' e os Ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' estao liga-
dos com uma ligacao de PS, e em que os trés primeiros nucleotideos
no terminal 5' e os trés ultimos nucleotideos no terminal 3' compreende

modificacbes de 2'-F. Em algumas modalidades, LS1 e LS6 sdo modi-
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ficados com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, cada um dos nucleo-
tideos na regido de haste superior é modificado com 2'-O-Me.

[00285] Em algumas modalidades, a invencao compreende um
crispor RNA (crBRNA) que compreende acidos nucleicos modificados
com 2'-O-Me nos seguintes nucleotideos: LS1 e LS6 na regidao de has-
te inferior; e cada nucleotideo na regiao de haste superior. Em algu-
mas modalidades, o crRNA adicionalmente compreende trés ligacbes
de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no ter-
minal 5' e trés ligacdes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos
no terminal 3. Em algumas modalidades, o crBRNA adicionalmente
compreende acidos nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos
primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e os acidos nucleicos modi-
ficados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no terminal
3. Em algumas modalidades, LS1, LS2 e LS6 sdo modificados com 2'-
F. Em algumas modalidades, cada nucleotideo na regido de protube-
rancia € modificado com 2'-F.

[00286] Divulgado aqui, em algumas modalidades, € um crispr RNA
(crBNA) que compreende acidos nucleicos modificados com 2'-F nos
seguintes nucleotideos: LS1, LS2 e LS6 na regidao de haste inferior; e
cada nucleotideo na regido de protuberancia. Em algumas modalida-
des, o crBNA adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforotioa-
to (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés
ligagbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
Em algumas modalidades, o crBRNA adicionalmente compreende aci-
dos nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nu-
cleotideos no terminal 5', e os acidos nucleicos modificados com 2'-O-
Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no terminal 3'.

[00287] Em algumas modalidades, um crBNA que compreende o0s
acidos nucléicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 1-187 é fornecido.

Em algumas modalidades, é proporcionado um crRNA que compreen-
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de os acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 19-31, 53-
73, 104-130 e 161-187. Em algumas modalidades, um crBRNA que
compreende acidos nucleicos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94,
93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 ou 70% de identidade com os acidos nuclei-
cos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 19-31, 53-73, 104-130 e 161-
187, em que o padrao de modificacdo € idéntico ao padrao de modifi-
cacao mostrado no identificador de sequéncia de referéncia, fornecido.
Em algumas modalidades, o crRNA adicionalmente compreende trés
ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos
no terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleoti-
deos no terminal 3'.

[00288] Esta também incluido um tracr RNA (irBNA) que compre-
ende uma ou mais modificacées dentro de uma ou mais das seguintes
regides: os primeiros cinco nucleotideos no terminal 5'; a regido da
haste superior; a regido de protuberancia; a regiao de haste inferior; a
regido de nexo; a regido de grampo 1; a regido de grampo 2; e os ulti-
mos cinco nucleotideos no terminal 3. Em algumas modalidades, a
modificacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil
(2'-O-Me). Em algumas modalidades, a modificacdo compreende um
nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F). Em algumas modalidades,
a modificacdo compreende uma ligacao de fosforotioato (PS) entre nu-
cleotideos. Em algumas modalidades, os primeiros quatro nucleoti-
deos no terminal 5' e os Ultimos quatro nucleotideos no terminal 3' es-
tao ligados com ligacdes de fosforotioato (PS). Em algumas modalida-
des, os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e os trés ultimos nu-
cleotideos no terminal 3' sdo modificados. Em algumas modalidades, a
modificacdo compreende 2'-O-Me. Em algumas modalidades, a modi-
ficacdo compreende 2'-F. Em algumas modalidades, os primeiros qua-
tro nucleotideos no terminal 5' e os ultimos quatro nucleotideos no

terminal 3' estdo ligados com uma ligacdo de PS, e em que os trés
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primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés ultimos nucleotideos no
terminal 3' compreende modificacbes de 2'-O-Me. Em algumas moda-
lidades, os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ultimos
quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com uma ligacdo de
PS, e em que os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés
ultimos nucleotideos no terminal 3' compreende modificagbes de 2'-F.
Em algumas modalidades, cada nucleotideo na regido de haste supe-
rior € modificado com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, B1 e B2
dentro da regido de protuberancia sdo modificados com 2'-O-Me. Em
algumas modalidades, N3, N4, N5, N15, N16, N17 e N18 na regiao de
nexo sao modificados com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, cada
nucleotideo na regidao de grampo 1 é modificado com 2'-O-Me. Em al-
gumas modalidades, cada nucleotideo na regido de grampo 2 é modi-
ficado com 2'-O-Me.

[00289] Em algumas modalidades, a invengao compreende um tracr
RNA (trBRNA) que compreende acidos nucléicos modificados com 2'-O-
Me nos seguintes nucleotideos: cada nucleotideo na haste superior;
B1 e B2 dentro da regiao de protuberancia; N3, N4, N5, N15, N16, N17
e N18 na regido de nexo; cada nucleotideo na regido de grampo 1; e
cada nucleotideo na regidao de grampo 2. Em algumas modalidades, o
trRNA adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS)
ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagbes
de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algu-
mas modalidades, o trRNA adicionalmente compreende nucleotideos
modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos no
terminal 5', e acidos nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F no ul-
timo trés nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalidades, N15,
N16, N17 e N18 sdo modificados com 2'-F. Em algumas modalidades,
LS1, LS3 e LS5 sdo modificados com 2'-F, e LS2, LS4 e LS6 sao mo-

dificados com 2'-O-Me. Em algumas modalidades, o trRNA adicional-
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mente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'. Em algumas modalida-
des, o trRNA adicionalmente compreende acidos nucleicos modifica-
dos com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros trés nucleotideos no terminal
5', e acidos nucleicos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos
trés nucleotideos no terminal 3.

[00290] Em algumas modalidades, um trBNA que compreende os
acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 188-227 é forne-
cido. Em algumas modalidades, um trBNA que compreende acidos
nucleicos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85,
80, 75 ou 70% de identidade com os acidos nucleicos de qualquer
uma das SEQ ID Nos: 188-227, em que o padrdo de modificacdo é
idéntico ao padrdo de modificagdo mostrado no identificador de se-
quéncia de referéncia, é fornecido. Em algumas modalidades, o trRNA
adicionalmente compreende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando
0s primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.

[00291] Em alguns casos, € fornecido um guia duplo que compre-
ende um crBNA e um trRNA, em que o crBRNA compreende os acidos
nucleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 1-187, e em que o trRNA
compreende os acidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos:
188-227.

[00292] Um guia duplo que compreende um crBNA divulgado aqui e
um trBNA divulgado no presente € englobado, como se fosse um guia
duplo que compreende um crRNA divulgado aqui € um trBRNA nao mo-
dificado. Em algumas modalidades, € fornecido um guia duplo que
compreende um crBNA ndo modificado e um trBNA modificado aqui
divulgado.

[00293] Em algumas modalidades, e as seguintes sao englobadas:
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[00294] Modalidade 55. Um crispr RNA (crBRNA) que compreende
uma ou mais modificagbes dentro de uma ou mais das seguintes regi-
oes:

a. os primeiros cinco nucleotideos no terminal 5,

b. aregido de haste inferior;

c. aregiao de protuberancia;

d. aregiao da haste superior; e

e. 0s ultimos cinco nucleotideos no terminal 3.
[00295] Modalidade 56. O crBNA da modalidade 55, em que a mo-
dificagdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-
Me).
[00296] Modalidade 57. O crBNA da modalidade 55, em que a mo-
dificacao compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).
[00297] Modalidade 58. O RNAt da modalidade 55, em que a modi-
ficacdo compreende uma ligacdao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.
[00298] Modalidade 59. O RNAr de qualquer das modalidades 55-
58, em que os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e os trés Ulti-
mos nucleotideos no terminal 3' sdo modificados.
[00299] Modalidade 60. O gRNA de qualquer uma das modalidades
55-58, em que os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5' e 0s
ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' sdo ligados a ligacbes
de fosforotioato (PS).
[00300] Modalidade 61. O gRNA da modalidade 59, em que a modi-
ficacdo compreende 2'-O-Me.
[00301] Modalidade 62. O gRNA da modalidade 59, em que a modi-
ficacdo compreende 2'-F.
[00302] Modalidade 63. O gRNA de qualquer uma das modalidades
55-62, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ul-

timos quatro nucleotideos na extremidade 3' sdo ligados com uma li-
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gacao de PS e em que os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e
os ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacdes
de 2'-O-Me.
[00303] Modalidade 64. O gRNA de qualquer uma das modalidades
55-62, em que 0s primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5' e 0s
ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' sdo ligados com uma
ligagdo de PS e em que os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e
os ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacdes
de 2'-F.
[00304] Modalidade 65. O crBNA de qualquer uma das modalida-
des 55-60, em que LS1 e LS6 sdo modificados com 2'-O-Me.
[00305] Modalidade 66. O RNAr de qualquer uma das modalidades
55-60 e 65, em que cada um dos nucleotideos na regido de haste su-
perior € modificado com 2'-O-Me. Modalidade 67. Um CRISPR RNA
(crBNA) que compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em:
a. LS1 e LS6 na regido de haste inferior; e
b. cada nucleotideo na regiao de haste superior.
[00306] Modalidade 68. O RNAr da modalidade 67, que compreen-
de adicionalmente trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00307] Modalidade 69. O gRNA da modalidade 67 ou 68, que adi-
cionalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-
F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e nucleotideos modifi-
cados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no terminal
3"
[00308] Modalidade 70. O RNAr de qualquer das modalidades 55-
60, em que LS1, LS2 e LS6 sdo modificados com 2'-F.
[00309] Modalidade 71. O RNAr de qualquer das modalidades 55-

60 e 70, em que cada nucleotideo na regidao de protuberancia € modi-
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ficado com 2'-F.
[00310] Modalidade 72. Um crispr RNA (crBRNA) que compreende
nucleotideos modificados com 2'-F em:

a.LS1, LS2 e LS6 na regiao de haste inferior; e

b. cada nucleotideo na regido de protuberancia.
[00311] Modalidade 73. O RNAt de qualquer das modalidades 70-
72, que adicionalmente compreende trés ligacbes de fosforotioato (PS)
ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagbes
de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
[00312] Modalidade 74. O gRNA da modalidade 72 ou 73, que adi-
cionalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-
F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e nucleotideos modifi-
cados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no terminal
3"
[00313] Modalidade 75. Um crRNA que compreende os acidos nu-
cleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 1 - 187.
[00314] Modalidade 76. Um crRNA que compreende os acidos nu-
cleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 19-31, 53-73, 104-130 e
161-187.
[00315] Modalidade 77. Um crRNA que compreende acidos nuclei-
cos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75
ou 70% de identidade com os &cidos nucleicos de qualquer uma das
SEQ. ID Nos: 19-31, 53-73, 104-130 e 161-187, em que o padrao de
modificacado € idéntico ao padrao de modificacdo mostrado no identifi-
cador de sequéncia de referéncia.
[00316] Modalidade 78. O gRNA de qualquer uma das modalidades
75-77, que adicionalmente compreende trés ligacdes de fosforotioato
(PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés li-
gacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos ao terminal 3'.
[00317] Modalidade 79. Um tracr RNA (irBNA) que compreende
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uma ou mais modificagbes dentro de uma ou mais das seguintes regi-
oes:

0s primeiros cinco nucleotideos no terminal 5';

a regiao da haste superior;

a regiao de protuberancia;

a regiao de haste inferior;

a regiao de nexo;

-~ ®o a0 T p

a regiao de grampo 1;

a regiao de grampo 2; e

> @

0s ultimos cinco nucleotideos no terminal 3.

[00318] Modalidade 80. O trRNA da modalidade 79, em que a modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-
Me).

[00319] Modalidade 81. O trRNA da modalidade 79, em que a modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).
[00320] Modalidade 82. O trRNA da modalidade 79, em que a modi-
ficacdo compreende uma ligacdao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.

[00321] Modalidade 83. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-82, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ul-
timos quatro nucleotideos no terminal 3' estdo ligados com ligacdes de
fosforotioato (PS).

[00322] Modalidade 84. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-82, em que os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e os trés
ultimos nucleotideos no terminal 3' sdo modificados.

[00323] Modalidade 85. O trRNA da modalidade 84, em que a modi-
ficacdo compreende 2'-O-Me.

[00324] Modalidade 86. O trRNA da modalidade 84, em que a modi-
ficacdo compreende 2'-F.

[00325] Modalidade 87. O trRNA de qualquer uma das modalidades
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79-86, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ul-
timos quatro nucleotideos na extremidade 3' estdo ligados com uma
ligagdo de PS e em que os trés primeiros nucleotideos no terminal 5' e
os ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacdes
de 2'-O-Me.
[00326] Modalidade 88. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-86, em que os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e os ul-
timos quatro nucleotideos na extremidade 3' sdo ligados com uma li-
gacao de PS e em que os primeiros trés nucleotideos no terminal 5' e
os ultimos trés nucleotideos no terminal 3' compreendem modificacdes
de 2'-F.
[00327] Modalidade 89. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-84, em que cada nucleotideo na regido de haste superior € modifi-
cado com 2'-O-Me.
[00328] Modalidade 90. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-84 e 89, em que B1 e B2 dentro da regido de protuberancia sao
modificados com 2'-O-Me.
[00329] Modalidade 91. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-84 e 89-90, em que N3, N4, N5, N15, N16, N17 e N18 na regiao de
nexo sao modificados com 2'-O-Me.
[00330] Modalidade 92. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-84 e 89-91, em que cada nucleotideo na regido de grampo 1
i¢ amodificado com 2'-O-Me.
[00331] Modalidade 93. O trRNA de qualquer uma das modalidades
79-84 e 89-92, em que cada nucleotideo na regido de grampo 2 € mo-
dificado com 2'-O-Me.
[00332] Modalidade 94. Um tracr RNA (trBRNA) compreendendo nu-
cleotideos modificados com 2'-O-Me em:

a. cada nucleotideo na haste superior;

b. B1 e B2 dentro da regidao de protuberancia;
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c. N3, N4, N5, N15, N16, N17 e N18 na regiao de nexo;

d. cada nucleotideo na regido de grampo 1; e

e. cada nucleotideo na regido de grampo 2.
[00333] Modalidade 95. O trRNA da modalidade 94, que compreen-
de adicionalmente trés ligacbes de fosforotioato (PS) ligando os pri-
meiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligagdes de PS ligando
0s ultimos quatro nucleotideos no terminal 3.
[00334] Modalidade 96. O gRNA da modalidade 94 ou 95, que adi-
cionalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-
F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e acidos nucleicos
modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no ter-
minal 3".
[00335] Modalidade 97. O trBRNA de qualquer das modalidades 79-
84, em que N15, N16, N17 e N18 sdo modificados com 2'-F.
[00336] Modalidade 98. O trRNA de qualquer das modalidades 79-
84 € 97, em que LS1, LS3 e LS5 sdo modificados com 2'-F e LS2, LS4
e LS6 sdo modificados com 2'-O-Me.
[00337] Modalidade 99. O trRNA de qualquer uma das modalidades
87-98, que adicionalmente compreende trés ligacdes de fosforotioato
(PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e trés li-
gacbes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.
[00338] Modalidade 100. O trBNA da modalidade 98 ou 99, que
adicionalmente compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou
2'-F nos primeiros trés nucleotideos no terminal 5', e nucleotideos mo-
dificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos ultimos trés nucleotideos no termi-
nal 3'.
[00339] Modalidade 101. Um trBNA que compreende os acidos nu-
cleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 188-227.
[00340] Modalidade 102. Um trRNA que compreende acidos nuclei-
cos possuindo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85,
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80, 75 ou 70% de identidade com os acidos nucleicos de qualquer
uma das SEQ. ID Nos: 188-227, em que o padrdo de modificacdo é
idéntico ao padrdo de modificagdo mostrado no identificador de se-
quéncia de referéncia.

[00341] Modalidade 103. O trRNA de qualquer uma das modalida-
des 101- 102, que adicionalmente compreende trés ligacdes de fosfo-
rotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos no terminal 5' e
trés ligacdes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos no terminal
3"

[00342] Modalidade 104. Guia duplo que compreende um crRNA e
um trRNA, em que o crBNA compreende os nucleotideos de qualquer
uma das SEQ ID Nos: 1-187, e em que o trRNA compreende os acidos
nucleicos de qualquer uma das SEQ ID Nos: 188-227.

[00343] Modalidade 105. Guia duplo que compreende um crRNA de
qualquer uma das modalidades 55-78 e um trBNA de qualquer uma
das modalidades 79-103.

[00344] Modalidade 106. Guia duplo que compreende um crRNA de
qualquer uma das modalidades 55-78 e um trRNA ndo modificado.
[00345] Modalidade 107. Uma guia dual que compreende um crNN
n modificado € um trBRNA de qualquer uma das modalidades 79-103.
C. Modificacdes nos nucleotideos terminais

[00346] Em algumas modalidades, os nucleotideos terminais 5' ou
3' de qualquer um dos RNAs guia descritos no presente sdao modifica-
dos. Em algumas modalidades, os 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 nucleotideos
terminais (ou seja, ultimos) na regido de terminal 3' do RNA guia, inclu-
indo, por exemplo, o sgRNA, o dgRNA, o crBNA, trBRNA, ou ambos
crBNA e trBRNA sao modificados. Em algumas modalidades, os 1, 2, 3,
4,5, 6 ou 7 nucleotideos terminais (ou seja, ultimos) na regido de ter-
minal 3' do RNA guia compreendem mais do que uma modificagao.

Em algumas modalidades, pelo menos um dos 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 nu-
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cleotideos terminais (ou seja, ultimos) na regido de terminal 3' sdo mo-
dificados. Em algumas modalidades, pelo menos dois dos 1, 2, 3, 4, 5,
6 ou 7 nucleotideos terminais (ou seja, ultimos) na regido de terminal
3' sdo modificados. Em algumas modalidades, pelo menos trés dos
nucleotideos terminais (isto é, ultimo) 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 na regido de
terminal 3' sdo modificados. Em algumas modalidades, a modificacao
compreende uma ligacao de PS.

[00347] Em algumas modalidades, a extremidade 5' da regiao de
terminal 5' € modificada, por exemplo, os primeiros 1,2, 3, 4,5, 6 ou 7
nucleotideos do sgRNA, o0 dgRNA, crBNA, trRNA, ou ambos crBRNA e
trBNA sdo modificados. Em algumas modalidades, os primeiros 1, 2,
3, 4, 5, 6 ou 7 nucleotideos na regiao de terminal 3' do RNA guia com-
preendem mais do que uma modificacdo. Em algumas modalidades
pelo menos um dos 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 nucleotideos terminais (isto &,
primeiros) na extremidade 5' sdo modificados. Em algumas modalida-
des, pelo menos dois dos 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 nucleotideos terminais
na extremidade 5' sdo modificados. Em algumas modalidades, pelo
menos trés dos 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 nucleotideos terminais na extremi-
dade 5' sdo modificados. Em algumas modalidades, a modificacao
compreende uma ligacao de PS.

[00348] Em algumas modalidades, ambos os terminais 5' e 3' (por
exemplo, extremidades) do RNA guia, por exemplo, sgRNA, dgRNA,
crBNA, trBNA, ou ambos, crBNA e trRNA sdo modificados. Em algu-
mas modalidades, apenas o terminal 5' do RNA guia, por exemplo,
sgRNA, dgRNA, crRNA, trRNA ou ambos, crBRNA e trBNA, é modifica-
do. Em algumas modalidades, apenas o terminal 3' do RNA guia, por
exemplo, sgRNA, dgRNA, crBRNA, trBNA ou ambos, crBNA e trRNA, é
modificado.

[00349] Em algumas modalidades, o gRNA compreende modifica-

cbesem 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos primeiros 7 nucleotideos em uma ex-
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tremidade 5' do gRNA. Em algumas modalidades, o gRNA compreen-
de modificagcdes em 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos 7 nucleotideos terminais
em uma extremidade 3'. Em algumas modalidades, 2, 3 ou 4 dos pri-
meiros 4 nucleotideos na extremidade 5' e/ou 2, 3 ou 4 dos nucleoti-
deos 4 terminais na extremidade 3' sdo modificados. Em algumas mo-
dalidades, 2, 3 ou 4 dos primeiros 4 nucleotideos na extremidade 5'
estao ligados com ligacdes de fosforotioato (PS).

[00350] Em algumas modalidades, a modificacdo do terminal 5' e/ou
terminal 3' compreende uma modificacdo de 2'-O-metil (2'-O-Me) ou 2'-
O-(2-metoxietil) (2'-O-moe) de um nucleotideo. Em algumas modalida-
des, a modificacdo compreende uma modificacdo de 2'-fluoro (2'-F)
para um nucleotideo. Em algumas modalidades, a modificagdo com-
preende uma ligacao de fosforotioato (PS) entre nucleotideos. Em al-
gumas modalidades, a modificacdo compreende um nucleotideo aba-
sico invertido. Em algumas modalidades, a modificacdo compreende
mais de uma modificacdo selecionada de 2'-O-Me, 2'-O-moe, 2'-fluoro
(2'-F), uma ligacao de fosforotioato (PS) entre nucleotideos, e um nu-
cleotideo abasico invertido. Em algumas modalidades, uma modifica-
cao equivalente é englobada.

[00351] Em algumas modalidades, o RNA guia, por exemplo, sgR-
NA, dgRBRNA, crBRNA, trBRNA, ou ambos crRNA e trBRNA compreende um
ou mais ligacdes de fosforotioato (PS) entre o primeiro um, dois, trés,
quatro, cinco, seis, ou sete nucleotideos no terminal 5. Em algumas
modalidades, 0 RNA guia, por exemplo, sgRNA, dgRNA, crBRNA, trR-
NA ou ambos, crBNA e trBNA, compreende uma ou mais ligagoes de
PS entre os ultimos um, dois, trés, quatro, cinco, seis ou sete nucleoti-
deos no terminal 3'. Em algumas modalidades, o RNA guia, por exem-
plo, sgRNA, dgRNA, crBNA, trBRNA, ou ambos, crBNA e trBRNA, com-
preende uma ou mais ligacdes de PS entre os ultimos um, dois, trés,

quatro, cinco, seis ou sete nucleotideos em ambos os terminal 5' e 0
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terminal 3'. Em algumas modalidades, para além das ligacdes de PS,
0s nucleotideos terminais 5' e 3' podem compreender nucleotideos
modificados com 2'-O-Me, 2'-O-moe ou 2'-F.

[00352] Em algumas modalidades, o RNA guia, por exemplo, sgR-
NA, dgRNA, crBRNA, trBNA, ou ambos, crBRNA e trBRNA, compreende
nucleotideos modificados nos terminais 5' e 3' e nucleotideos modifi-
cados em uma ou mais outras regidoes descritas nas Tabelas. 1-3 e
FIG 21A ou 21C.

[00353] Em algumas modalidades, o crRNA, trBRNA, ou ambos crR-
NA e trRNA compreende nucleotideos modificados que nao estao nas
extremidades 5' ou 3'. Padrbes especificos de modificacbes sdo des-
critos abaixo e na Tabela 4.

3. Entrega de gRNAs e Proteina Cas

[00354] Em algumas modalidades, além de pelo menos um gRNA,
as composi¢des aqui fornecidas compreendem ainda uma nuclease.
Em algumas modalidades, a nuclease é uma proteina Cas. Em algu-
mas modalidades, o gRNA juntamente com uma proteina Cas é cha-
mado de Cas RNP. Em algumas modalidades, a proteina Cas é do
sistema CRISPR/Cas Tipo Il. Em algumas modalidades, a proteina
Cas é Cas9. Em algumas modalidades, a proteina Cas9 é uma Cas9
do tipo selvagem. Em algumas modalidades, a proteina Cas9 é deri-
vada da proteina Cas9 de Streptococcus pyogenes, por exemplo, uma
Cas9 de S. pyogenes. Em algumas modalidades, a proteina Cas9 nao
é derivada de S. pyogenes, mas funciona da mesma maneira que
Cas9 de S. pyogenes, de tal forma que o gRNA que é especifico de
Cas9 de S. pyogenes direcionara o Cas9 sem S. pyogenes para o seu
sitio alvo. Em algumas modalidades, o Cas induz uma quebra de duplo
filamento no DNA alvo. Os equivalentes da proteina Cas9 de S. pyo-
genes estao englobados pelas modalidades aqui descritas.

[00355] Cas9 engloba modificado e variantes do mesmo. Versdes
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modificadas de Cas9 tendo um dominio catalitico, ou RuvC ou HNH,
que é inativo sdo denominadas "nickases". As nickases cortam apenas
uma cadeia no DNA alvo, criando assim uma quebra de filamento sim-
ples. Uma ruptura de cadeia simples pode também ser conhecida co-
mo um "nick". Em algumas modalidades, as composicées e métodos
compreendem nickases. Em algumas modalidades, as composicoes e
métodos compreendem uma nickase Cas9 que induz um nick em vez
de uma quebra de duplo filamento no DNA alvo.

[00356] Em algumas modalidades, a proteina Cas pode ser modifi-
cada para conter apenas um dominio de nuclease funcional. Por
exemplo, a proteina Cas pode ser modificada de tal modo que um dos
dominios nuclease seja mutado ou totalmente ou parcialmente deleta-
do para reduzir a sua atividade de clivagem de acido nucleico. Em al-
gumas modalidades, uma nickase Cas é utilizada com um dominio
RuvC com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase
Cas é utilizada com um dominio RuvC inativo. Em algumas modalida-
des, uma nickase Cas € usada com um dominio HNH com atividade
reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase Cas € usada com
um dominio HNH inativo.

[00357] Em algumas modalidades, um aminoacido conservado den-
tro de um dominio de nuclease de proteina Cas € substituido para re-
duzir ou alterar a atividade da nuclease. Em algumas modalidades,
uma proteina Cas pode compreender uma substituicdo de aminoacido
no dominio de nuclease semelhante a RuvC ou RuvC. Exemplos de
substituicbes de aminoacidos no dominio de nuclease tipo RuvC ou
RuvC incluem D10A (com base na proteina Cas9 de S. pyogenes). Em
algumas modalidades, a proteina Cas pode compreender uma substi-
tuicdo de aminoacido no dominio de nuclease de tipo HNH ou do tipo
HNH. Exemplos de substituicbes de aminoacidos no dominio da nu-
clease de HNH ou do tipo HNH incluem E762A, H840A, N863A,
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H983A e DI986A (com base na proteina Cas9 de S. pyogenes).

[00358] Em algumas modalidades, o complexo RNP descrito no
presente documento compreende uma nickase e um par de RNAs guia
que sao complementares aos filamentos de senso e antissenso da se-
quéncia-alvo, respectivamente. Nesta modalidade, os RNA guia diri-
gem a nickase para uma sequéncia-alvo e introduzem uma quebra de
duplo filamento (DSB), gerando um corte nos filamentos opostos da
sequéncia-alvo (isto € duplo nick). Em algumas modalidades, o uso de
duplo nick pode melhorar a especificidade e reduzir os efeitos fora do
alvo. Em algumas modalidades, uma nickase Cas € usada em conjun-
to com dois RNAs guia separados direcionados a filamentos opostos
de DNA para produzir um duplo nick no DNA alvo. Em algumas moda-
lidades, uma nickase Cas € usada em conjunto com dois RNAs guia
separados que sao selecionados para estarem préoximos para produzir
um duplo nick no DNA alvo.

[00359] Em algumas modalidades, sao utilizadas proteinas Cas
quiméricas, em que um dominio ou regiao da proteina € substituido
por uma por¢cao de uma proteina diferente. Em algumas modalidades,
um dominio de nuclease Cas pode ser substituido por um dominio de
uma nuclease diferente, tal como Fok1. Em algumas modalidades,
uma proteina Cas pode ser uma nuclease modificada.

[00360] Em algumas modalidades, a proteina Cas compreende uma
proteina de fusdo que compreende uma Cas9 cataliticamente inativa
ligada a um dominio funcional heterblogo (vide, por exemplo,
WO02014152432). Em algumas modalidades, a Cas9 inativa catalitica-
mente é de S. pyogenes. Em algumas modalidades, a Cas9 inativa
cataliticamente compreende muta¢des que inativam a Cas9. Em algu-
mas modalidades, o dominio funcional heterélogo € um dominio que
modifica a expressdo génica, histonas ou DNA. Em algumas modali-

dades, o dominio funcional heterélogo é um dominio de ativagao
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transcricional ou um dominio repressor transcricional.

A. PAM

[00361] Em algumas modalidades, a sequéncia-alvo pode ser adja-
cente ao PAM. Em algumas modalidades, o PAM pode ser adjacente
a, ou dentro de 1, 2, 3 ou 4, nucleotideos da extremidade 3' da se-
quéncia-alvo. O comprimento e a sequéncia do PAM podem depender
da proteina Cas utilizada. Por exemplo, o PAM pode ser selecionado a
partir de um consenso ou uma sequéncia PAM particular para uma
proteina Cas9 especifica ou ortélogo de Cas9, incluindo os divulgados
na Figura 1 de Ran et al., Nature 520:186-191 (2015), que é incorpo-
rada aqui por referéncia. Em algumas modalidades, o PAM pode com-
preender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 nucleotideos de comprimento.
Exemplos de sequéncias PAM exemplificativas nao limitativas incluem
NGG, NAG, NGA, NGAG, NGCG, NNGRRT, TTN, NGGNG, NG,
NAAAN, NNAAAAW, NNNNACA, GNNNCNNA e NNNNGATT (em que
N definido como qualquer nucleotideo e W definido como qualquer um
dos nucleotideos; A ou T e R é definido como A ou G). Em algumas
modalidades, a sequéncia PAM pode ser NGG. Em algumas modali-
dades, a sequéncia PAM pode ser NGGNG. Em algumas modalida-
des, a sequéncia PAM pode ser NNAAAAW.

B. Entrega de gRNA modificado

[00362] As nanoparticulas lipidicas (LNPs) sdo um meio bem co-
nhecido para entrega de cargas de nucleotideos e proteinas, e podem
ser usadas para entrega do gRNA, mRNA, Cas9 e RNPs divulgados
aqui. Em algumas modalidades, as LNPs entregam acido nucleico,
proteina ou acido nucleico juntamente com proteina.

[00363] Em algumas modalidades, a invengao compreende um mé-
todo para a entrega de qualquer um dos gRNAs divulgados aqui para
um objeto, em que o gRNA esta associado com uma LNP. Em algu-

mas modalidades, gRNA/LNP também estdo associados a uma Cas9
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ou a um mRNA codificador de Cas9.

[00364] Em algumas modalidades, a invencao compreende uma
composicao que compreende qualquer um dos gRNAs divulgados e
uma LNP. Em algumas modalidades, a composi¢ao adicionalmente
compreende uma Cas9 ou um mRNA codificando Cas9.

[00365] Em algumas modalidades, as LNPs compreendem lipidios
catibnicos. Em algumas modalidades, as LNPs compreendem octade-
ca-9,12-dienoato de (9Z,12Z7)-3-((4,4-bis(octiléxi)outanoil)bxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)ymetil)propila, também denominado
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-
((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)éxiymetil)propila. Em algumas moda-
lidades, as LNPs compreendem razbes molares de uma amina lipidica
catidénica para fosfato de RNA (N:P) de cerca de 4,5.

[00366] Em algumas modalidades, LNPs associadas com o0s
gRNAs divulgados aqui sao para uso na preparacaoc de um medica-
mento para o tratamento de uma doenca ou disturbio.

[00367] Eletroporacao é um meio bem conhecido para a entrega de
carga, e qualquer metodologia de eletroporacao pode ser usada para a
entrega de qualquer um dos gRNAs aqui divulgados. Em algumas mo-
dalidades, a eletroporagao pode ser utilizada para administrar qualquer
um dos gRNAs aqui divulgados e Cas9 ou um mRNA codificando
Cas9.

[00368] Em algumas modalidades, a invengdo compreende um mé-
todo para a entrega de qualquer um dos gRNAs divulgados aqui para
uma célula ex vivo, em que o0 gRNA esta associado com uma LNP ou
nao associado a uma LNP. Em algumas modalidades, gRNA/LNP ou
gRNA também estdo associados a uma Cas9 ou a um mRNA codifica-
dor de Cas9.

4. Métodos de Modulacao Genética

[00369] Em algumas modalidades, a invencao compreende uma
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formulacdo farmacéutica que compreende qualquer um dos gRNAs
aqui divulgados em conjunto com um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel. Em algumas modalidades, a invencdo compreende uma formu-
lacdo farmacéutica que compreende qualquer um dos gRNAs aqui di-
vulgados e uma LNP em conjunto com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Em algumas modalidades, a invencdo compreende uma
formulacdo farmacéutica que compreende qualquer um dos gRNAs
aqui divulgados, uma proteina Cas9 ou um mRNA que codifica uma
proteina Cas9 e uma LNP em conjunto com um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel. Em algumas modalidades, a formulacao farmacéutica
€ para uso na preparacao de um medicamento para tratar uma doenca
ou disturbio. Em algumas modalidades, a invencao compreende um
método de tratamento de um paciente humano que compreende a
administracao de qualquer um dos gRNAs ou formulacdes farmacéuti-
cas aqui descritas.

[00370] Em algumas modalidades, a invengao compreende um mé-
todo ou uso de modificar um DNA alvo que compreende administrar ou
entregar uma proteina Cas ou Cas mRNA e qualquer um ou mais dos
gRNAs divulgados no presente documento.

[00371] Em algumas modalidades, a invengao compreende um mé-
todo ou uso para a modulagao de um gene-alvo que compreende ad-
ministrar ou entregar uma proteina Cas ou Cas mRNA e qualquer um
ou mais dos gRNAs divulgados no presente documento. Em algumas
modalidades, a modulagdo estd editando o gene-alvo. Em algumas
modalidades, a modulacdo € uma alteracao na expressao da proteina
codificada pelo gene-alvo.

[00372] Em algumas modalidades, o método ou uso resulta na edi-
cao genética. Em algumas modalidades, o método ou uso resulta em
uma quebra de duplo filamento dentro do gene-alvo. Em algumas mo-

dalidades, o método ou uso resulta na formacao de mutagbes de indel
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durante a juncao de extremidade ndo homologa do DSB. Em algumas
modalidades, o método ou uso resulta em uma inser¢cdo ou delecao de
nucleotideos em um gene-alvo. Em algumas modalidades, a insercao
ou delecédo de nucleotideos em um gene-alvo conduz a uma mutacao
de deslocamento de enquadramento ou cédon de paragem prematura
que resulta em uma proteina ndo funcional. Em algumas modalidades,
a insercdo ou delecdo de nucleotideos em um gene-alvo conduz a
uma neutralizagao ou eliminagao da expressao do gene-alvo. Em al-
gumas modalidades, 0 método ou uso compreende reparacao dirigida
por homologia de um DSB. Em algumas modalidades, o0 método ou
uso adicionalmente compreende a entrega a célula de um molde, em
que pelo menos uma parte do modelo incorpora-se em um DNA alvo
em ou préoximo a um sitio de quebra de duplo filamento induzido pela
proteina Cas.

[00373] Em algumas modalidades, 0 método ou uso resulta em mo-
dulacdo genética. Em algumas modalidades, a modulacao genética é
um aumento ou diminuicdo na expressao genética, uma alteracdo no
estado de metilacdo do DNA ou modificagdo de uma subunidade das
histonas. Em algumas modalidades, 0 método ou uso resulta em ex-
pressao aumentada ou diminuida da proteina codificada pelo gene-
alvo.

[00374] Em algumas modalidades, qualquer um dos gRNAs divul-
gados no presente documento pode ser Gtil na preparacdo de um me-
dicamento para o tratamento de uma doenca ou disturbio.

A. Medidas de Modulacao Genética

[00375] A eficacia dos gRNAs modificados pode ser testada in vitro
e in vivo. Em algumas modalidades, a invengcao compreende um ou
mais dos gRNAs aqui divulgados, em que o gRNA resulta em modula-
cao genética quando fornecido a uma célula em conjunto com Cas9.

Em algumas modalidades, a eficacia do gRNA pode ser medida em
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ensaios in vitro ou in vivo.

1. Medicao in vitro da eficacia de Cas

[00376] Em algumas modalidades, a atividade de uma Cas RNP
que compreende um sgRNA modificado é comparada com a atividade
de uma Cas RNP que compreende um sgRNA nao modificado.

[00377] Em algumas modalidades, a atividade de uma Cas RNP
que compreende um dgRNA que compreende um trRNA modificado é
comparada com a atividade de uma Cas RNP que compreende um
dgRNA que compreende um trRNA nao modificado.

[00378] Em algumas modalidades, a atividade de uma Cas RNP
que compreende um dgRNA que compreende um crBNA modificado é
comparada com a atividade de uma Cas RNP que compreende um
dgRNA que compreende um crBNA ndo modificado.

[00379] Em algumas modalidades, a atividade de uma Cas RNP
que compreende um dgRNA que compreende um crBNA modificado e
um trRNA modificado é comparada com a atividade de uma Cas RNP
que compreende um crBNA nao modificado e um trRNA ndo modifica-
do.

[00380] Em algumas modalidades, a eficiéncia de um gRNA no au-
mento ou diminuicdo da expressao da proteina alvo é determinada
medindo a quantidade de proteina alvo. Em algumas modalidades, a
invengcao compreende qualquer um dos gRNAs aqui descritos, em que
o gRNA aumenta ou diminui a quantidade de proteina produzida a par-
tir do gene-alvo. Em algumas modalidades, a invengao compreende
um método de modulacdo da expressao de proteina que compreende
a administracao de qualquer um dos gRNA aqui divulgados a um obje-
to, em que o gRNA dirige Cas9 para o gene que codifica a proteina
alvo, e a expressao de proteina alvo € aumentada ou diminuida em
comparagao com um controle de gRNA que nao tem como alvo Cas9

para esse gene.
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[00381] Em algumas modalidades, a eficiéncia de edicdo com
gRNAs especificos é determinada pela edicdo presente no local de
destino no genoma apéds a entrega de Cas9 e o gRNA (sgRNA ou
dgRNA que compreende um crBNA e trBRNA). Em algumas modalida-
des, a eficiéncia de edicdo com gRNAs especificos € medida por se-
quenciamento de proxima geracdao. Em algumas modalidades, a per-
centagem de edicdo da regido-alvo de interesse € determinada. Em
algumas modalidades, o numero total de leituras de sequéncias com
insercdes ou eliminacbes de nucleotideos na regido-alvo de interesse
em relacdo ao numero total de leituras de sequéncia é medido apds a
entrega de um gRNA e Cas9. Em algumas modalidades, a invencao
compreende um método para aumentar a eficiéncia da edicdo genética
que compreende, administrar ou entregar qualquer um dos gRNAs
modificados aqui descritos a uma célula, em que a porcentagem de
edicdo genética é aumentada em comparacao com um controle de
gRNA qgue nao é similarmente modificado.

[00382] Em algumas modalidades, a eficiéncia de edicdo com
gRNAs especificos € medida pela presenca de insercdes ou delecdes
de nucleotideos introduzidos pela edicdo genética bem-sucedida. Em
algumas modalidades, a invencdo compreende um método para criar
insercbes ou delecbes de nucleotideos em genes que compreende,
administrar ou entregar qualquer um dos gRNAs modificados aqui
descritos a uma célula, em que 0s nucleotideos sao inseridos ou elimi-
nados em comparacao com um gRNA de controle que € nao similar-
mente modificado. Em algumas modalidades, a atividade de uma Cas9
e gRNAs é testada em ensaios bioquimicos. Em algumas modalida-
des, a atividade de uma Cas9 e gRNAs é testada em um ensaio de
clivagem livre de células. Em algumas modalidades, a atividade de
uma Cas9 e gRNAs é testada em células Neuro2A.

[00383] Em algumas modalidades, Cas 9 e sgRNA ou dgRNA que
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compreende crBNA e/ou trBRNA modificado mostra atividade similar,
maior ou reduzida em comparacdo com sgRNA ou dgRNA nao modifi-
cados que compreende crBRNA e trBRNA ndo modificados. Em algumas
modalidades, Cas9 e sgRNA ou dgRNA modificados que compreen-
dem crRBNA e/ou trRNA modificados apresentam atividade aumentada
em comparacdao com o sgRNA ou dgRNA ndo modificados que com-
preende crBNA e trRNA nao modificados.

2. Medigdao in vivo da eficacia de Cas

[00384] Em algumas modalidades, a atividade de gRNAs modifica-
dos € medida ap6s a dosagem in vivo de LNPs que compreende
gRNAs modificados e proteina Cas ou mRNA codificando a proteina
Cas.

[00385] Em algumas modalidades, a eficacia in vivo de um gRNA
ou composicao aqui fornecida é determinada pela edicao de eficacia
medida em DNA extraido do tecido (por exemplo, tecido do figado)
apo6s a administracao de gRNA e Cas9.

3. Medicao in vivo da ativacado do sistema imunoldgico

[00386] Modificagbes ao gRNA, como aqui divulgadas, podem re-
duzir a resposta imune do individuo a dosagem in vivo de gRNAs. Em
algumas modalidades, a ativacao da resposta imune do objeto € medi-
da por concentracdes no soro de citocina (s) a seguir a dosagem in
vivo de sgRNA ou dgRNA que compreende irBNA e crBNA juntamente
com mRNA ou proteina Cas9 (por exemplo, formulado em uma LNP).
Em algumas modalidades, a citocina é interferon-alfa (IFN-alfa), inter-
leucina 6 (IL-6), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e/ou
fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa). Em algumas modalidades, a
invencdo compreende um método de reducao da resposta imune de
um objeto a entrega de um gRNA que compreende, administrar qual-
quer um dos gRNAs aqui divulgados, em que o gRNA produz uma

resposta reduzida pelo sistema imunolégico do objeto apds a adminis-
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tracdo. Em algumas modalidades, a invencao compreende um método
de reducéao da ativacdo do sistema imune do objeto apds administra-
cao em comparacdo com um gRNA de controle que ndo € modificado
de modo semelhante.

[00387] Em algumas modalidades, a administracdo de Cas RNP ou
Cas9 mRNA juntamente com o gRNA modificado (por exemplo, sgR-
NA ou dgRNA) produz concentragdes séricas mais baixas de citocinas
imunes em comparacao com a administragdo de sgRNA nao modifica-
do. Em algumas modalidades, a invencdo compreende um método de
reducao da concentracao de citocinas imunes de um objeto que com-
preende, administrar qualquer um dos gRNAs aqui divulgados, em que
o gRNA produz uma concentragao mais baixa de citocinas imunes no
soro de um objeto em comparacao com um gRNA de controle que nao
€ modificado de forma semelhante.

[00388] Esta descricao e modalidades exemplares nao devem ser
consideradas limitativas. Para os propésitos desta especificacao e rei-
vindicagbes anexas, salvo indicagdo em contrario, todos 0s numeros
expressando quantidades, porcentagens ou proporg¢oes, e outros valo-
res numéricos usados na especificacdo e reivindicacdes, devem ser
entendidos como sendo modificados em todas as instancias pelo ter-
mo "cerca de", na medida em que eles ja ndo sado tdo modificados.
Consequentemente, a menos que indicado em contrario, 0os parame-
tros numéricos apresentados na seguinte descricdo e reivindicacbes
anexas sao aproximacgoes que podem variar dependendo das proprie-
dades desejadas que se pretende obter. No minimo, € ndo como uma
tentativa de limitar a aplicagao da doutrina dos equivalentes ao escopo
das reivindicacbes, cada parametro numérico deve pelo menos ser
interpretado a luz do numero de digitos significativos relatados e pela
aplicacao de técnicas comuns de arredondamento.

[00389] Nota-se que, tal como utilizado nesta especificacdo e nas
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reivindicagbes anexas, as formas singulares "um/uma”, e "o/a", e qual-
quer uso singular de qualquer palavra, incluem referéncias plurais a
menos que expressamente e inequivocamente limitadas para um refe-
rente. Como aqui utilizado, o termo "incluir" e as suas variantes grama-
ticais pretendem ser nao limitativas, de tal modo que a recitacdo de
itens em uma lista ndo seja a exclusdao de outros itens semelhantes
que possam ser substituidos ou adicionados aos itens listados.
EXEMPLOS

[00390] Os exemplos seguintes sao fornecidos para ilustrar certas
modalidades divulgadas e nao devem ser interpretados como limitando
o0 ambito desta divulgacao de qualquer forma.

Exemplo 1 - Materiais e Métodos

A. RNA guia sintético (JRNA)

[00391] O gRNA em ambos os formatos dual (dgRNA, isto €, crRNA
e trBRNA) e guia unico (sgRNA) foram sintetizados quimicamente por
vendedores comerciais com nucleotideos e ligagcdes modificados, con-
forme fornecido na Tabela 4.

B. Transcricao in vitro ("IVT") de Cas9 mRNA

[00392] O Cas9 mRNA encapsulado e poliadenilado contendo N1-
metil pseudo-U foi gerado por transcricdo in vitro usando um molde de
DNA de plasmideo linearizado e RNA polimerase de T7. O DNA de
plasmideo contendo um promotor de T7 e uma regido de 100 nucleoti-
deos (nt) poli (A/T) foi linearizado por Xbal e obtido de um fabricante
comercial. A reacao de IVT para gerar mRNA modificado com Cas9 foi
incubada a 37 °C durante 4 horas nas seguintes condi¢des: 50 ng/uL
de plasmideo linearizado; 2 mM de cada um de GTP, ATP, CTP e N1-
metil pseudo-UTP (Trilink); ARCA 10 mM (Trilink); Polimerase de 5
U/uL de T7 RNA (NEB); 1 U/uL de inibidor da RNAase de Murino
(NEB); 0,004 U/uL de pirofosfatase de E. coli inorganica (NEB); e 1x

tampao de reacdo. Apdés 4 h de incubacdo, adicionou-se TURBO
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DNase (ThermoFisher) a uma concentragao final de 0,01 U/uL e a rea-
cao foi incubada durante mais 30 minutos para remover 0 molde de
DNA. O Cas9 mRNA foi purificado a partir de enzima e nucleotideos
usando protocolos padrao, incluindo colunas de ligacao de silica, como
um kit de limpeza de transcricdo MegaClear (ThermoFisher) ou etapas
de precipitacdo usando LiCl seguido por EtOH com NaOAc. A concen-
tracdo da transcricdo foi determinada medindo a absorbancia da luz a
260 nm (Nanodrop) € o transcrito foi analisado por eletroforese capilar
por Bioanlayzer (Agilent).

C. transfeccoes de mRNA e gRNA Cas9 em células Neuro2A
[00393] A linhagem celular de camundongo Neuro2A foi cultivada
em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal e pla-
queada a uma densidade de 15.000 células / po¢o em uma placa de
96 pocos 24 horas antes da transfeccdo. No dia da transfeccao, o
meio foi aspirado das células e substituido por meio fresco. A lipofec-
tamina-2000 (Invitrogen) foi diluida 1:50 (v/v) em Opti-MEM (Invitro-
gen). mBNA Cas9 e o RNA guia unico foram diluidos separadamente
em Opti-MEM. Para o formato de dupla guia, crBRNA e trBRNA foram
diluidos em conjunto na razao molar 1:1 em Opti-MEM. Ambos Cas9
MRNA e gRNA foram misturados separadamente 1:1 (v/v) com Lipo-
fectamina-2000 diluida, produzindo dois lipoplexos. Apds 5 minutos de
incubacao, lipoplexos foram adicionados em sucessdo as células, para
uma concentracao final de 100 ng de Cas9 mRNA/poco e 0,4 uL de
reagente de lipofecgcao total. Guias foram testadas em dois niveis de
dose para cada experiéncia, incluindo 25 nM e 2,5 nM, 16,7 nM e 1,67
nM, 10 nM e 1 nM, 8,3 nM e 0,83 nM, e 3 nM e 0,3 nM. Para guia dual,
esta concentracao inclui quantidades equimolares de crBNA e trRNA,
tal que, por exemplo, 25 nM de crBNA e 25 nM de trBRNA produzem 25
nM de guia dual total. As células foram lisadas 24 horas apés a trans-

feccdo e os lisados foram utilizados diretamente na reacdo de PCR
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que foi analisada para edi¢ao por NGS.

Cas9 mRNA com 1xNLS (SEQ ID NO: 359):
GGGUCCCGCAGUCGGCGUCCAGCGGCUCUGCUUGUUCGUGUG
UGUGUCGUUGCAGGCCUUAUUCGGAUCCAUGGAUAAGAAGUAC
UCAAUCGGGCUGGAUAUCGGAACUAAUUCCGUGGGUUGGGCAG
UGAUCACGGAUGAAUACAAAGUGCCGUCCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGGAACACCGAUAGACACAGCAUCAAGAAAAAUCUCAUCGG
AGCCCUGCUGUUUGACUCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGG
CUCAAACGUACCGCGAGGCGACGCUACACCCGGCGGAAGAAUC
GCAUCUGCUAUCUGCAAGAGAUCUUUUCGAACGAAAUGGCAAAG
GUCGACGACAGCUUCUUCCACCGCCUGGAAGAAUCUUUCCUGG
UGGAGGAGGACAAGAAGCAUGAACGGCAUCCUAUCUUUGGAAA
CAUCGUCGACGAAGUGGCGUACCACGAAAAGUACCCGACCAUCU
ACCAUCUGCGGAAGAAGUUGGUUGACUCAACUGACAAGGCCGA
CCUCAGAUUGAUCUACUUGGCCCUCGCCCAUAUGAUCAAAUUCC
GCGGACACUUCCUGAUCGAAGGCGAUCUGAACCCUGAUAACUC
CGACGUGGAUAAGCUUUUCAUUCAACUGGUGCAGACCUACAACC
AACUGUUCGAAGAAAACCCAAUCAAUGCUAGCGGCGUCGAUGCC
AAGGCCAUCCUGUCCGCCCGGCUGUCGAAGUCGCGGCGCCUCG
AAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACUU
UUCGGCAACUUGAUCGCUCUCUCACUGGGACUCACUCCCAAUU
UCAAGUCCAAUUUUGACCUGGCCGAGGACGCGAAGCUGCAACU
CUCAAAGGACACCUACGACGACGACUUGGACAAUUUGCUGGCAC
AAAUUGGCGAUCAGUACGCGGAUCUGUUCCUUGCCGCUAAGAA
CCUUUCGGACGCAAUCUUGCUGUCCGAUAUCCUGCGCGUGAAC
ACCGAAAUAACCAAAGCGCCGCUUAGCGCCUCGAUGAUUAAGCG
GUACGACGAGCAUCACCAGGAUCUCACGCUGCUCAAAGCGCUC
GUGAGACAGCAACUGCCUGAAAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGA
CCAGUCCAAGAAUGGGUACGCAGGGUACAUCGAUGGAGGCGCU
AGCCAGGAAGAGUUCUAUAAGUUCAUCAAGCCAAUCCUGGAAAA
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GAUGGACGGAACCGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGGGAG
GAUCUGCUCCGGAAACAGAGAACCUUUGACAACGGAUCCAUUCC
CCACCAGAUCCAUCUGGGUGAGCUGCACGCCAUCUUGCGGCGC
CAGGAGGACUUUUACCCAUUCCUCAAGGACAACCGGGAAAAGAU
CGAGAAAAUUCUGACGUUCCGCAUCCCGUAUUACGUGGGCCCA
CUGGCGCGCGGCAAUUCGCGCUUCGCGUGGAUGACUAGAAAAU
CAGAGGAAACCAUCACUCCUUGGAAUUUCGAGGAAGUUGUGGA
UAAGGGAGCUUCGGCACAAAGCUUCAUCGAACGAAUGACCAACU
UCGACAAGAAUCUCCCAAACGAGAAGGUGCUUCCUAAGCACAGC
CUCCUUUACGAAUACUUCACUGUCUACAACGAACUGACUAAAGU
GAAAUACGUUACUGAAGGAAUGAGGAAGCCGGCCUUUCUGUCC
GGAGAACAGAAGAAAGCAAUUGUCGAUCUGCUGUUCAAGACCAA
CCGCAAGGUGACCGUCAAGCAGCUUAAAGAGGACUACUUCAAGA
AGAUCGAGUGUUUCGACUCAGUGGAAAUCAGCGGGGUGGAGGA
CAGAUUCAACGCUUCGCUGGGAACCUAUCAUGAUCUCCUGAAGA
UCAUCAAGGACAAGGACUUCCUUGACAACGAGGAGAACGAGGAC
AUCCUGGAAGAUAUCGUCCUGACCUUGACCCUUUUCGAGGAUC
GCGAGAUGAUCGAGGAGAGGCUUAAGACCUACGCUCAUCUCUU
CGACGAUAAGGUCAUGAAACAACUCAAGCGCCGCCGGUACACUG
GUUGGGGCCGCCUCUCCCGCAAGCUGAUCAACGGUAUUCGCGA
UAAACAGAGCGGUAAAACUAUCCUGGAUUUCCUCAAAUCGGAUG
GCUUCGCUAAUCGUAACUUCAUGCAAUUGAUCCACGACGACAGC
CUGACCUUUAAGGAGGACAUCCAAAAAGCACAAGUGUCCGGACA
GGGAGACUCACUCCAUGAACACAUCGCGAAUCUGGCCGGUUCG
CCGGCGAUUAAGAAGGGAAUUCUGCAAACUGUGAAGGUGGUCG
ACGAGCUGGUGAAGGUCAUGGGACGGCACAAACCGGAGAAUAU
CGUGAUUGAAAUGGCCCGAGAAAACCAGACUACCCAGAAGGGCC
AGAAAAACUCCCGCGAAAGGAUGAAGCGGAUCGAAGAAGGAAUC
AAGGAGCUGGGCAGCCAGAUCCUGAAAGAGCACCCGGUGGAAA
ACACGCAGCUGCAGAACGAGAAGCUCUACCUGUACUAUUUGCAA
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AAUGGACGGGACAUGUACGUGGACCAAGAGCUGGACAUCAAUC
GGUUGUCUGAUUACGACGUGGACCACAUCGUUCCACAGUCCUU
UCUGAAGGAUGACUCGAUCGAUAACAAGGUGUUGACUCGCAGC
GACAAGAACAGAGGGAAGUCAGAUAAUGUGCCAUCGGAGGAGG
UCGUGAAGAAGAUGAAGAAUUACUGGCGGCAGCUCCUGAAUGC
GAAGCUGAUUACCCAGAGAAAGUUUGACAAUCUCACUAAAGCCG
AGCGCGGCGGACUCUCAGAGCUGGAUAAGGCUGGAUUCAUCAA
ACGGCAGCUGGUCGAGACUCGGCAGAUUACCAAGCACGUGGCG
CAGAUCUUGGACUCCCGCAUGAACACUAAAUACGACGAGAACGA
UAAGCUCAUCCGGGAAGUGAAGGUGAUUACCCUGAAAAGCAAAC
UUGUGUCGGACUUUCGGAAGGACUUUCAGUUUUACAAAGUGAG
AGAAAUCAACAACUACCAUCACGCGCAUGACGCAUACCUCAACG
CUGUGGUCGGUACCGCCCUGAUCAAAAAGUACCCUAAACUUGAA
UCGGAGUUUGUGUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUGAGGA
AGAUGAUAGCCAAGUCCGAACAGGAAAUCGGGAAAGCAACUGCG
AAAUACUUCUUUUACUCAAACAUCAUGAACUUUUUCAAGACUGA
AAUUACGCUGGCCAAUGGAGAAAUCAGGAAGAGGCCACUGAUC
GAAACUAACGGAGAAACGGGCGAAAUCGUGUGGGACAAGGGCA
GGGACUUCGCAACUGUUCGCAAAGUGCUCUCUAUGCCGCAAGU
CAAUAUUGUGAAGAAAACCGAAGUGCAAACCGGCGGAUUUUCAA
AGGAAUCGAUCCUCCCAAAGAGAAAUAGCGACAAGCUCAUUGCA
CGCAAGAAAGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGAUU
CGCCGACUGUCGCAUACUCCGUCCUCGUGGUGGCCAAGGUGGA
GAAGGGAAAGAGCAAAAAGCUCAAAUCCGUCAAAGAGCUGCUGG
GGAUUACCAUCAUGGAACGAUCCUCGUUCGAGAAGAACCCGAUU
GAUUUCCUCGAGGCGAAGGGUUACAAGGAGGUGAAGAAGGAUC
UGAUCAUCAAACUCCCCAAGUACUCACUGUUCGAACUGGAAAAU
GGUCGGAAGCGCAUGCUGGCUUCGGCCGGAGAACUCCAAAAAG
GAAAUGAGCUGGCCUUGCCUAGCAAGUACGUCAACUUCCUCUA
UCUUGCUUCGCACUACGAAAAACUCAAAGGGUCACCGGAAGAUA
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ACGAACAGAAGCAGCUUUUCGUGGAGCAGCACAAGCAUUAUCUG
GAUGAAAUCAUCGAACAAAUCUCCGAGUUUUCAAAGCGCGUGAU
CCUCGCCGACGCCAACCUCGACAAAGUCCUGUCGGCCUACAAUA
AGCAUAGAGAUAAGCCGAUCAGAGAACAGGCCGAGAACAUUAUC
CACUUGUUCACCCUGACUAACCUGGGAGCCCCAGCCcGccuucA
AGUACUUCGAUACUACUAUCGAUCGCAAAAGAUACACGUCCACC
AAGGAAGUUCUGGACGCGACCCUGAUCCACCAAAGCAUCACUG
GACUCUACGAAACUAGGAUCGAUCUGUCGCAGCUGGGUGGCGA
UGGCGGUGGAUCUCCGAAAAAGAAGAGAAAGGUGUAAUGAGCU
AGCCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCCUACCAUGAGAAUAAGA
GAAAGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUUUU
UCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAACAUAAAUUUC
UUUAAUCAUUUUGCCUCUUUUCUCUGUGCUUCAAUUAAUAAAAA
AUGGAAAGAACCUCGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAG

Cas9 mRNA com 2xNLS e marcador HA (SEQ ID NO: 360):
GGGUCCCGCAGUCGGCGUCCAGCGGCUCUGCUUGUUCGUGUG
UGUGUCGUUGCAGGCCUUAUUCGGAUCCAUGGAUAAGAAGUAC
UCAAUCGGGCUGGAUAUCGGAACUAAUUCCGUGGGUUGGGCAG
UGAUCACGGAUGAAUACAAAGUGCCGUCCAAGAAGUUCAAGGUC
CUGGGGAACACCGAUAGACACAGCAUCAAGAAAAAUCUCAUCGG
AGCCCUGCUGUUUGACUCCGGCGAAACCGCAGAAGCGACCCGG
CUCAAACGUACCGCGAGGCGACGCUACACCCGGCGGAAGAAUC
GCAUCUGCUAUCUGCAAGAGAUCUUUUCGAACGAAAUGGCAAAG
GUCGACGACAGCUUCUUCCACCGCCUGGAAGAAUCUUUCCUGG
UGGAGGAGGACAAGAAGCAUGAACGGCAUCCUAUCUUUGGAAA
CAUCGUCGACGAAGUGGCGUACCACGAAAAGUACCCGACCAUCU
ACCAUCUGCGGAAGAAGUUGGUUGACUCAACUGACAAGGCCGA
CCUCAGAUUGAUCUACUUGGCCCUCGCCCAUAUGAUCAAAUUCC
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GCGGACACUUCCUGAUCGAAGGCGAUCUGAACCCUGAUAACUC
CGACGUGGAUAAGCUUUUCAUUCAACUGGUGCAGACCUACAACC
AACUGUUCGAAGAAAACCCAAUCAAUGCUAGCGGCGUCGAUGCC
AAGGCCAUCCUGUCCGCCCGGCUGUCGAAGUCGCGGCGCCUCG
AAAACCUGAUCGCACAGCUGCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACUU
UUCGGCAACUUGAUCGCUCUCUCACUGGGACUCACUCCCAAUU
UCAAGUCCAAUUUUGACCUGGCCGAGGACGCGAAGCUGCAACU
CUCAAAGGACACCUACGACGACGACUUGGACAAUUUGCUGGCAC
AAAUUGGCGAUCAGUACGCGGAUCUGUUCCUUGCCGCUAAGAA
CCUUUCGGACGCAAUCUUGCUGUCCGAUAUCCUGCGCGUGAAC
ACCGAAAUAACCAAAGCGCCGCUUAGCGCCUCGAUGAUUAAGCG
GUACGACGAGCAUCACCAGGAUCUCACGCUGCUCAAAGCGCUC
GUGAGACAGCAACUGCCUGAAAAGUACAAGGAGAUCUUCUUCGA
CCAGUCCAAGAAUGGGUACGCAGGGUACAUCGAUGGAGGCGCU
AGCCAGGAAGAGUUCUAUAAGUUCAUCAAGCCAAUCCUGGAAAA
GAUGGACGGAACCGAAGAACUGCUGGUCAAGCUGAACAGGGAG
GAUCUGCUCCGGAAACAGAGAACCUUUGACAACGGAUCCAUUCC
CCACCAGAUCCAUCUGGGUGAGCUGCACGCCAUCUUGCGGCGC
CAGGAGGACUUUUACCCAUUCCUCAAGGACAACCGGGAAAAGAU
CGAGAAAAUUCUGACGUUCCGCAUCCCGUAUUACGUGGGCCCA
CUGGCGCGCGGCAAUUCGCGCUUCGCGUGGAUGACUAGAAAAU
CAGAGGAAACCAUCACUCCUUGGAAUUUCGAGGAAGUUGUGGA
UAAGGGAGCUUCGGCACAAAGCUUCAUCGAACGAAUGACCAACU
UCGACAAGAAUCUCCCAAACGAGAAGGUGCUUCCUAAGCACAGC
CUCCUUUACGAAUACUUCACUGUCUACAACGAACUGACUAAAGU
GAAAUACGUUACUGAAGGAAUGAGGAAGCCGGCCUUUCUGUCC
GGAGAACAGAAGAAAGCAAUUGUCGAUCUGCUGUUCAAGACCAA
CCGCAAGGUGACCGUCAAGCAGCUUAAAGAGGACUACUUCAAGA
AGAUCGAGUGUUUCGACUCAGUGGAAAUCAGCGGGGUGGAGGA
CAGAUUCAACGCUUCGCUGGGAACCUAUCAUGAUCUCCUGAAGA
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UCAUCAAGGACAAGGACUUCCUUGACAACGAGGAGAACGAGGAC
AUCCUGGAAGAUAUCGUCCUGACCUUGACCCUUUUCGAGGAUC
GCGAGAUGAUCGAGGAGAGGCUUAAGACCUACGCUCAUCUCUU
CGACGAUAAGGUCAUGAAACAACUCAAGCGCCGCCGGUACACUG
GUUGGGGCCGCCUCUCCCGCAAGCUGAUCAACGGUAUUCGCGA
UAAACAGAGCGGUAAAACUAUCCUGGAUUUCCUCAAAUCGGAUG
GCUUCGCUAAUCGUAACUUCAUGCAAUUGAUCCACGACGACAGC
CUGACCUUUAAGGAGGACAUCCAAAAAGCACAAGUGUCCGGACA
GGGAGACUCACUCCAUGAACACAUCGCGAAUCUGGCCGGUUCG
CCGGCGAUUAAGAAGGGAAUUCUGCAAACUGUGAAGGUGGUCG
ACGAGCUGGUGAAGGUCAUGGGACGGCACAAACCGGAGAAUAU
CGUGAUUGAAAUGGCCCGAGAAAACCAGACUACCCAGAAGGGCC
AGAAAAACUCCCGCGAAAGGAUGAAGCGGAUCGAAGAAGGAAUC
AAGGAGCUGGGCAGCCAGAUCCUGAAAGAGCACCCGGUGGAAA
ACACGCAGCUGCAGAACGAGAAGCUCUACCUGUACUAUUUGCAA
AAUGGACGGGACAUGUACGUGGACCAAGAGCUGGACAUCAAUC
GGUUGUCUGAUUACGACGUGGACCACAUCGUUCCACAGUCCUU
UCUGAAGGAUGACUCGAUCGAUAACAAGGUGUUGACUCGCAGC
GACAAGAACAGAGGGAAGUCAGAUAAUGUGCCAUCGGAGGAGG
UCGUGAAGAAGAUGAAGAAUUACUGGCGGCAGCUCCUGAAUGC
GAAGCUGAUUACCCAGAGAAAGUUUGACAAUCUCACUAAAGCCG
AGCGCGGCGGACUCUCAGAGCUGGAUAAGGCUGGAUUCAUCAA
ACGGCAGCUGGUCGAGACUCGGCAGAUUACCAAGCACGUGGCG
CAGAUCUUGGACUCCCGCAUGAACACUAAAUACGACGAGAACGA
UAAGCUCAUCCGGGAAGUGAAGGUGAUUACCCUGAAAAGCAAAC
UUGUGUCGGACUUUCGGAAGGACUUUCAGUUUUACAAAGUGAG
AGAAAUCAACAACUACCAUCACGCGCAUGACGCAUACCUCAACG
CUGUGGUCGGUACCGCCCUGAUCAAAAAGUACCCUAAACUUGAA
UCGGAGUUUGUGUACGGAGACUACAAGGUCUACGACGUGAGGA
AGAUGAUAGCCAAGUCCGAACAGGAAAUCGGGAAAGCAACUGCG
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AAAUACUUCUUUUACUCAAACAUCAUGAACUUUUUCAAGACUGA
AAUUACGCUGGCCAAUGGAGAAAUCAGGAAGAGGCCACUGAUC
GAAACUAACGGAGAAACGGGCGAAAUCGUGUGGGACAAGGGCA
GGGACUUCGCAACUGUUCGCAAAGUGCUCUCUAUGCCGCAAGU
CAAUAUUGUGAAGAAAACCGAAGUGCAAACCGGCGGAUUUUCAA
AGGAAUCGAUCCUCCCAAAGAGAAAUAGCGACAAGCUCAUUGCA
CGCAAGAAAGACUGGGACCCGAAGAAGUACGGAGGAUUCGAUU
CGCCGACUGUCGCAUACUCCGUCCUCGUGGUGGCCAAGGUGGA
GAAGGGAAAGAGCAAAAAGCUCAAAUCCGUCAAAGAGCUGCUGG
GGAUUACCAUCAUGGAACGAUCCUCGUUCGAGAAGAACCCGAUU
GAUUUCCUCGAGGCGAAGGGUUACAAGGAGGUGAAGAAGGAUC
UGAUCAUCAAACUCCCCAAGUACUCACUGUUCGAACUGGAAAAU
GGUCGGAAGCGCAUGCUGGCUUCGGCCGGAGAACUCCAAAAAG
GAAAUGAGCUGGCCUUGCCUAGCAAGUACGUCAACUUCCUCUA
UCUUGCUUCGCACUACGAAAAACUCAAAGGGUCACCGGAAGAUA
ACGAACAGAAGCAGCUUUUCGUGGAGCAGCACAAGCAUUAUCUG
GAUGAAAUCAUCGAACAAAUCUCCGAGUUUUCAAAGCGCGUGAU
CCUCGCCGACGCCAACCUCGACAAAGUCCUGUCGGCCUACAAUA
AGCAUAGAGAUAAGCCGAUCAGAGAACAGGCCGAGAACAUUAUC
CACUUGUUCACCCUGACUAACCUGGGAGCCCCAGCCGCCUUCA
AGUACUUCGAUACUACUAUCGAUCGCAAAAGAUACACGUCCACC
AAGGAAGUUCUGGACGCGACCCUGAUCCACCAAAGCAUCACUG
GACUCUACGAAACUAGGAUCGAUCUGUCGCAGCUGGGUGGCGA
UGGCUCGGCUUACCCAUACGACGUGCCUGACUACGCCUCGCUC
GGAUCGGGCUCCCCCAAAAAGAAACGGAAGGUGGACGGAUCCC
CGAAAAAGAAGAGAAAGGUGGACUCCGGAUGAGAAUUAUGCAGU
CUAGCCAUCACAUUUAAAAGCAUCUCAGCCUACCAUGAGAAUAA
GAGAAAGAAAAUGAAGAUCAAUAGCUUAUUCAUCUCUUUUUCUU
UUUCGUUGGUGUAAAGCCAACACCCUGUCUAAAAAACAUAAAUU
UCUUUAAUCAUUUUGCCUCUUUUCUCUGUGCUUCAAUUAAUAAA
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AAAUGGAAAGAACCUCGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUCUAG

D. hepatdcitos hepaticos primarios

[00394] Hepatdcitos primarios de figado de camundongo (PMH)
(Gibco) foram cultivados de acordo com o protocolo do fabricante (Invi-
trogen, protocolo 11.28.2012). Resumidamente, as células foram des-
congeladas e ressuspensas em meio de descongelacdo de hepatdci-
tos com suplementos (Gibco, Cat. CM7000) seguindo-se centrifugacao
a 100 g durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e as célu-
las peletizadas ressuspensas em meio de revestimento de hepatécitos
mais pacote de suplemento (Invitrogen, Cat. A1217601 e CM3000). As
células foram contadas e plagueadas em placas de 96 pocos revesti-
das com colageno Bio-coat | (ThermoFisher, Cat. 877272) a uma den-
sidade de 15.000 células / pogo e incubadas durante 5 horas a 37°C e
5% de atmosfera de CO2 para permitir a formacdao de monocamada.
Apds 5 horas, o meio de plagueamento foi removido e substituido por
meio de cultura de hepatécito suplementado (Invitrogen, Cat.
A1217601 e CM4000) contendo mRNA Cas9 formulada com LNP e
RNA guia mais soro de camundongo a 3%. As LNPs foram diluidas a
partir de um nivel de dose inicial de 100 ng de mRNA Cas9 e aproxi-
madamente 30 nM de RNA guia por poco, realizando diluicbes em sé-
rie até 0,1 ng de mRNA e 0,03 nM de guia por poco. As células foram
incubadas durante aproximadamente 48 horas a 37 e 5% de atmosfera
de CO: antes da lise celular e andlise NGS como aqui descrito.

E. Formulacao de nanoparticulas de lipidios ("LNP")

[00395] As LNPs foram formuladas com uma razdo molar de amina
lipidica cati6nica para fosfato de RNA (N:P) de cerca de 4,5. Os com-
ponentes das nanoparticulas lipidicas foram dissolvidos em etanol a

100% com as seguintes razbes molares: lipidio catiénico a 45% molar

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 174/390



162/177

(12,7 mM) (por exemplo, octadeca-9,12-dienoato de (92,127)-3-((4,4-
bis(octiléxi)butanoil)oxi)-2-((((3-
(dietilamino)propoxi)carbonil)oxi)ymetil)propila, também denominado
(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato)de 3-((4,4-bis(octiloxi)butanoil)oxi)-2-
((((3-(dietilamino)propoxi)carbonil)éxiymetil)propila; 44 % em mol (12,4
mM) de lipidio auxiliar (por exemplo, colesterol); 9 % em mol de lipidio
neutro (2,53 mM) (por exemplo, DSPC); e 2% em mol (0,673 mM) de
PEG (por exemplo, PEG2k-DMG). A carga de RNA foi preparada em
25 mM de tampéao de acetato de sédio, pH 4,5, resultando em uma
concentragcao de carga de RNA de aproximadamente 0,45 mg/mL.
[00396] As LNPs foram formadas por mistura microfluidica das so-
lugbes de lipidios e RNA usando um instrumento Precision Nanosys-
tems NanoAssemblrTM Benchtop, de acordo com o protocolo do fabri-
cante. Manteve-se uma razao de 2:1 de solvente aquoso para organi-
co durante a mistura, utilizando taxas de fluxo diferenciais.

[00397] Procedimento de Formulacdo de LNP A: Ap6s mistura, as

LNPs foram coletadas, diluidas em soro fisiolégico tamponado com
fosfato (PBS, aproximadamente 1:1), e depois 0 tampéao restante foi
trocado para PBS (100 vezes o excesso do volume da amostra), du-
rante a noite a 4 °C, sob agitacao suave, utilizando um cassete de dia-
lise Slide-a-LyzerTM G2 de 10 kDa (ThermoFisher Scientific). As LNPs
foram concentradas usando filtro de spin Amicon de 10 kDa (centrifu-
gacéao a 4000g a 4 °C) para alcancar a concentracdo desejada. A mis-
tura resultante foi entao filtrada usando um filtro estéril de 0,2 ym. O
filtrado resultante foi armazenado a 2-8 °C.

[00398] Procedimento de Formulacdo de LNP B: Ap6s mistura, as

LNPs foram coletadas, diluidas em 50 mM de Tris a pH 7,5 (aproxima-
damente 1:1), e depois as LNPs foram trocadas para 50 mM de Tris a
pH 7,5 (excesso de 100 vezes do volume da amostra), de um dia para

0 outro a 4 sob agitacdo suave utilizando um cassete de dialise Slide-
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a-LyzerTM G2 de 10 kDa (ThermoFisher Scientific). As LNPs foram
concentradas usando filtro de spin Amicon de 10 kDa (centrifugagéo a
4000g a 4 °C) para atingir o dobro da concentracdo desejada. Estas
LNPs concentradas foram misturadas 1:1 com 50 mM de Tris, 90 mM
de NaCl, 10% de sacarose a pH 7,5 (2X TSS). A mistura resultante foi
entao filtrada usando um filtro estéril de 0,2 uM. O filtrado resultante foi
armazenado a -80 °C.

[00399] Procedimento de Formulacdo de LNP C: A carga de RNA

foi preparada em 25 mM de citrato de sodio, 100 mM de cloreto de s6-

dio a pH 5 resultando em uma concentracao de carga de RNA de
aproximadamente 0,45 mg/mL. Apds a mistura, as LNPs foram coleta-
das em agua na razao de 3:1. As LNPs foram incubadas durante uma
hora a temperatura ambiente e misturadas 1: 1 com agua. Em segui-
da, elas foram trocadas por tampao em 1X TSS (50mM de Tris, 45mM
de NaCl, 5% sacarose a pH 7,5) em colunas PD-10 (GE Healthcare),
usando o protocolo do fabricante. As LNPs foram concentradas usan-
do filtro de spin Amicon de 10 kDa (centrifugagéao a 40009 a 4 °C) para
alcancar a concentracdo desejada. A mistura resultante foi entao filtra-
da usando um filtro estéril de 0,2 um. O filtrado resultante foi armaze-
nado a -80 °C.

F. Sequenciamento de Préxima Geracao ("NGS") e Andlise para
Eficiéncia de Clivagem no Alvo

[00400] Para determinar quantitativamente a eficiéncia de edicdo no
local de destino no genoma, foi utilizado o sequenciamento profundo
para identificar a presenca de insercdes e delegbes introduzidas pela
edicao genética.

[00401] Os iniciadores de PCR foram desenhados em torno do local
alvo (por exemplo, TTR, FVII) e a area genémica de interesse foi am-
plificada. Sequéncias de iniciadores sdo fornecidas abaixo na Tabela
5.
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Tabela 5
Guia Gene| Iniciador SEQ | Iniciador Reverso| SEQ
Direto (5'-3") ID (5'-3") ID
Para experimentos TTR | AGTCAATAAT | 333 AGAAGGCACTTC| 337
com guias baseados CAGAATCAGC TTCTTTATCTAAG
em dominios alvo AGGT GT
CR000686/G000209
Para experimentos TTR | GTTTTGTTCC | 334 ACACGAATAAGA| 338
com guias baseados AGAGTCTATC GCAAATGGGAAC
em dominios alvo ACCG
CR000705/G000211
Para experimentos TTR | ATTACCAGCT| 335 ACACGGTTTATA | 339
com guias baseados TAGCATCCTG GAGCAAGAACAC
em dominios alvo TGAA
G000269/ G000285
Para experimentos FVII | AGCACATGA | 336 GACATAGGTGTG| 340
com guias baseados GACCTTCTGT ACCCTCACAATC
em dominios alvo TTCTC
CR000657/G000208

[00402] PCR adicional foi realizada de acordo com os protocolos do
fabricante (lllumina) para adicionar a quimica necessaria ao sequenci-
amento. Os amplicons foram sequenciados em um instrumento Illumi-
na MiSeq. As leituras foram alinhadas com o genoma de referéncia
humano (por exemplo, hg38) apds a eliminacao daqueles com escores
de baixa qualidade. Os arquivos resultantes contendo as leituras foram
mapeados para 0 genoma de referéncia (arquivos BAM), onde leituras
que sobrepunham a regiao de interesse foram selecionadas € o nume-
ro de leituras de tipo selvagem versus 0 numero de leituras que con-
tém uma insercao, substituicdo ou exclusao foi calculado.

[00403] A porcentagem de edicdo (por exemplo, a "eficiéncia de
edicao" ou "percentagem de edicao") é definida como o numero total
de leituras de sequéncia com insercbes ou exclusdes sobre o nimero
total de leituras de sequéncia, incluindo o tipo selvagem.

G. Entrega de LNP in vivo

[00404] Foram utilizados camundongos fémeas CD-1, variando en-
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tre 6 a 10 semanas de idade em cada estudo. Os animais foram pesa-
dos e agrupados de acordo com 0 peso corporal para preparar solu-
cbes de dosagem com base no peso médio do grupo. As LNPs foram
administradas através da veia lateral da cauda em um volume de 0,2
mL por animal (aproximadamente 10 mL por quilograma de peso cor-
poral). Os animais foram observados aproximadamente 6 horas apés a
dose quanto a efeitos adversos. O peso corporal foi medido as 24 ho-
ras apos a administracdo, e 0os animais foram eutanasiados em varios
momentos por ex-sanguinacao via pungao cardiaca sob anestesia com
isofluorano. O sangue foi coletado em tubos separadores de soro ou
em tubos contendo citrato de sddio tamponado para plasma como aqui
descrito. Para estudos envolvendo edi¢do in vivo, o tecido hepatico foi
coletado do lobo mediano de cada animal para extracao e analise de
DNA.

H. Analise de inducao de citocinas

[00405] Para esta analise, cerca de 50-100 uL de sangue foram co-
letados por veia da cauda para medicbes de citocinas séricas. Deixou-
se 0 sangue coagular a temperatura ambiente durante aproximada-
mente 2 horas e depois centrifugou-se a 1000xg durante 10 minutos
antes de recolher o soro. Um ensaio multiplex de esferas magnéticas
baseado em Luminex (Affymetrix ProcartaPlus, nimero de catédlogo
Exp040-00000-801) medindo IL-6, TNF-alfa, IFN-alfa e MCP-1 foi utili-
zado para analise de citocinas em amostras coletadas. Os reagentes e
padrées do kit foram preparados conforme indicado no protocolo do
fabricante. Foram adicionados 25 pL de soro de camundongo aos po-
cos contendo 25 L das esferas magnéticas revestidas com o anticor-
po diluido. A placa foi incubada durante 2 horas a temperatura ambien-
te e depois lavada. Anticorpo diluido de biotina (50 pL) foi adicionado
as esferas e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. As esfe-

ras foram lavadas novamente antes da adi¢cdo de 50 uL de estreptavi-
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dina-PE diluida a cada poc¢o, seguido de incubacao por 30 minutos. As
esferas foram lavadas novamente e depois suspensas em 100 mL de
tampao de lavagem e lidas no instrumento Bio-Plex 200 (Bio-Rad). Os
dados foram analisados utilizando o pacote de analise Bioplex Mana-
ger ver. 6.1 com concentragcdes de citocina calculadas a partir de uma
curva padrdao usando um ajuste de curva logistica de cinco parame-
tros.

l. Isolamento do DNA Gendémico

[00406] Para os estudos in vivo, o DNA genémico foi extraido de 10
mg de tecido usando um kit de extracdo baseado em esferas, Kit de
Amostras Mudltiplas de DNA MagMAX-96 (ThermoFisher, Cat #
4413020) de acordo com o protocolo do fabricante, que inclui a homo-
geneizacgao do tecido em tampao de lise (aproximadamente 400 pL /
10 mg de tecido). Todas as amostras de DNA foram normalizadas pa-
ra 100 ng/uL de concentracdo para PCR e posterior andlise NGS, co-
mo descrito aqui.

J. Analise ELISA de J. Transtiretina (TTR)

[00407] O sangue foi coletado e o soro foi isolado como indicado.
Os niveis séricos totais de TTR foram determinados utilizando um kit
ELISA de Pra-albumina de camundongo (Transtirretina) (Aviva Sys-
tems Biology, Cat. OKIA00111). Os reagentes e padrbes do kit foram
preparados de acordo com o protocolo do fabricante. Diluiu-se o soro
de camundongo até uma diluicdo final de 10 000 vezes com 1 x diluen-
te de ensaio. Isto foi feito realizando duas diluicées sequenciais de 50
vezes resultando numa diluigdo de 2500 vezes. Uma etapa final de
diluicdo de 4 vezes foi realizada para uma diluicao total da amostra de
10.000 vezes. Ambas as diluicdes da curva padrao (100 pL cada) e
amostras de soro diluidas foram adicionadas a cada poc¢o da placa de
ELISA pré-revestida com anticorpo de captura. A placa foi incubada a

temperatura ambiente durante 30 minutos antes da lavagem. Conju-
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gado enzima-anticorpo (100 mL por poco) foi adicionado a uma incu-
bacao de 20 minutos. O conjugado de anticorpo nao ligado foi removi-
do e a placa foi lavada novamente antes da adicdo da solucdo de
substrato cromogénico. A placa foi incubada durante 10 minutos antes
da adicao de 100 pL da solucdo de paragem, por exemplo, acido sulfu-
rico (aproximadamente 0,3 M). A placa foi lida em um leitor de placas
SpectraMax M5 com uma absorbancia de 450 nm. Os niveis séricos
de TTR foram calculados pelo software SoftMax Pro ver. 6.4.2 usando
uma curva logistica de quatro parametros fora da curva-padrdo. Os
valores séricos finais foram ajustados para a diluicdo do ensaio.
Exemplo 2. gRNA modificado por engenharia e teste in vitro
[00408] Os gRNAs modificados foram projetados no formato de du-
pla guia (dgRNA), como mostrado na Tabela 4. Consequentemente,
ambos os crRNAs e trRNAs foram projetados e quimicamente sinteti-
zados para permitir o emparelhamento de componentes modificados e
nao modificados formando dgRNA. Estes pares foram transfectados
para células Neuro2A em concentragdes como indicado nas figuras e
a eficiéncia de edicao (por exemplo, percentagem de edicao) foi medi-
da por NGS, como descrito no Exemplo 1.

[00409] Certos crBRNAs modificados da Tabela 4 tendo como alvo o
gene de TTR de camundongo foram transfectados com Cas9 mRNA e
trRNA ndo modificado (TR000002). Guias testados incluiram SEQ ID
Nos: 1-18. Como mostrado na Figura 1, alguns dos crRNAs modifica-
dos (juntamente com o trBNA ndo modificado) conferiram atividade
similar ou aumentada em comparac¢ao com o controle ndo modificado,
enquanto outros crBRNAs modificados diminuiram a atividade.

[00410] Em paralelo, trBRNAs modificados da Tabela 4 foram trans-
fectados com Cas9 mRNA juntamente com um crRNA ndo modificado
(CR000686) tendo como alvo a mesma sequéncia do gene de TTR de
camundongo. Guias testados incluiram SEQ ID Nos: 188 - 200 e 204.
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Como mostrado na Figura 2, muitos dos trBRNAs modificados (junta-
mente com o crBNA ndo modificado) conferiram atividade similar ou
aumentada em comparacdo com o controle ndo modificado, enquanto
alguns dos trRNAs modificados diminuiram atividade.

[00411]  Além de substituir nucleotideos quimicamente modificados,
alguns dos pares de crBRNA e trBRNA testados foram também manipu-
lados com substituicbes de sequéncia, por exemplo, resultando em
pares de G-C ndo encontrados nas sequéncias parentais. Guias testa-
dos incluiram SEQ ID Nos: 15 e 201; 16 € 202; 1 € 188. Como mostra-
do na Figura 3, um tal emparelhamento (SEQ ID Nos: 16 e 202) resul-
tou em atividade semelhante ou aumentada em comparagao com o
controle ndo modificado, enquanto dois dos emparelhamentos diminui-
ram a atividade.

[00412] Em seguida, pares de crBRNAs modificados e trRNAs modi-
ficados da Tabela 4 foram testados. Como mostrado na Figura 4, al-
guns dos emparelhamentos de crBRNA modificado com trBRNA modifi-
cado conferiram atividade semelhante ou aumentada em comparagao
com os controles nao modificados, enquanto alguns dos pares diminui-
ram a atividade. Na Figura 4, os cabecalhos das colunas descrevem
diferentes trRNA usados no experimento, e os cabecalhos das fileiras
descrevem diferentes crBRNA usados. Para determinar a combinagao
usada no experimento, basta corresponder coluna a fileira. TR000002
e CR000686 sao os controles ndo modificados (vide as células inferio-
res direitas).

[00413] Com base nos desenhos de dgRNA, RNAs guias uUnicos
correspondentes (sgRNAs) foram projetados com aspectos de alguns
dos crBRNAs e trBNAs modificados, conforme representado na Tabela
4 e na Figura 15D. Estes sgRNAs, SEQ ID Nos: 228 - 234, também
foram testados em células Neuro2A e, como mostrado na Figura 5,

cada um dos sgRNAs modificados apresentou atividades comparavel

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 181/390



169/177

aos controles contendo apenas modificacées nas extremidades 5' e 3'
(G0000209; SEQ ID NO: 228).

[00414] Um conjunto similar de experimentos foi conduzido para
guias adicionais de dgRNAs representados na Tabela 4 e na Figura 6.
Guias testados incluiram SEQ ID Nos: 32-47, e 1. crRNAs modificados
que também visaram ao gene de TTR de camundongo foram transfec-
tados com Cas9 mRNA e trBRNA ndo modificado (TR000002). Como
mostrado na Figura 6, alguns dos crBNAs modificados (juntamente
com o trBNA ndo modificado) conferiram atividade semelhante ou au-
mentada em comparacdo com o controle ndo modificado (CR000686),
enquanto outros crBRNAs modificados diminuiram a atividade.

[00415] Em paralelo, como mostrado na Figura 7, trBNAs modifica-
dos da Tabela 4 foram transfectados com Cas9 mRNA juntamente
com um crBRNA ndo modificado (CR000686) tendo como alvo a mesma
sequéncia do gene de TTR de camundongo. Guias testados incluiram
SEQ ID Nos: 205 - 222 e 1. Como mostrado na Figura 7, muitos dos
trBRNAs modificados (juntamente com o crRNA ndo modificado) confe-
riram atividade similar ou aumentada em comparagao com o controle
nao modificado (TR000002), enquanto alguns dos trBNAs modificados
diminuiram a atividade.

[00416] Além de substituir nucleotideos quimicamente modificados,
alguns dos pares de crBNA e trRNA testados da Tabela 4 também fo-
ram projetados com substituicbes de sequéncia, por exemplo, resul-
tando em emparelhamentos de C-G ou incompatibilidades de G-U
("GU wobbles") ndo encontradas nas sequéncias parentais. Como
mostrado na Figura 8, algumas das modificac6es e emparelhamentos
conferiram atividade semelhante ou melhorada em comparacao com o
controle ndo modificado, enquanto algumas (por exemplo, "GU
wobbles" ou emparelhamentos G-U) diminuiram a atividade. A Figura

8 mostra resultados utilizando guias de trBRNA mostrados nas SEQ ID
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Nos: 223-227 e 188 com guias de crBRNA mostrados nas SEQ ID Nos:
48-52, e 1.

[00417] Em seguida, emparelhamentos selecionados dos crRNAs
modificados e trBNAs modificados da Tabela 4 foram testados como
mostrado na Figura 9. Alguns dos emparelhamentos de crRNA modifi-
cado com trBNA modificado conferiram atividade similar ou aumentada
em comparag¢ao com 0s controles ndao modificados, enquanto alguns
dos emparelhamentos diminuiram a atividade. Na Figura 9, os cabeca-
Ihos das colunas descrevem diferentes trRNA usados no experimento,
e 0s cabecalhos das fileiras descrevem diferentes crBRNA usados. Para
determinar a combinacao usada no experimento, basta corresponder a
coluna a fileira. Controles ndao modificados sdo TRO000002 e
CR000686.

[00418] Alguns dos gRNAs modificados (dgRNAs e sgRNAs) da
Tabela 4 também foram testados em um ensaio puramente bioquimico
(ou seja, ensaio de clivagem livre de células). Curiosamente, muitos
dos gRNAs modificados que eram em grande parte inativos nas célu-
las Neuro2A estavam ativos no ensaio bioquimico, indicando que tais
ensaios bioquimicos podem nao ser preditivos de atividade modificada
de gRNA nas células (dados n&do mostrados).

Exemplo 3. Teste adicional de gRNAs modificados para outros
alvos

[00419] Tendo estabelecido que certas modificacbes afetaram a
atividade do gRNA, foi testado em seguida se essas modificacdes afe-
tariam a atividade ao direcionar (1) uma sequéncia separada no mes-
mo gene ou (2) uma sequéncia em um gene diferente. Em conformi-
dade, os gRNA dirigidos a outra sequéncia no gene de TTR de ca-
mundongo, assim como uma sequéncia no gene de Fator-VII (FVII) de
camundongo, foram manipuladas e sintetizadas tendo determinados

padrbes de modificacao testados no Exemplo 2 (vide Tabela 4). Estes
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gRNAs foram transfectados em células Neuro2A nas concentragbes
indicadas nas figuras e a eficiéncia de edicao (por exemplo, percenta-
gem de edicao) foi medida por NGS, como descrito no Exemplo 1.
[00420] crRNAs modificados da Tabela 4, tendo como alvo o gene
de TTR de camundongo (sequéncia diferente do alvo no Exemplo 2)
ou o0 gene de FVII de camundongo, foram transfectados com Cas9
MRNA e trBRNA ndo modificado (TR000002). Os guias testados inclui-
am os mostrados nas Figuras 12A e 12B. Alguns dos crRNAs modifi-
cados (juntos com trBNA ndo modificado) conferiu atividade semelhan-
te ou aumentada em comparacdo com os controles nao modificados,
enquanto outros crBRNAs modificados diminuiram a atividade.

[00421] Em paralelo, trBRNAs modificados da Tabela 4 foram trans-
fectados com Cas9 mRNA juntamente com um crRNA ndo modificado
tendo como alvo a mesma sequéncia do gene de TTR de camundongo
(CR000705; sequéncia diferente como direcionada no Exemplo 2) ou a
mesma sequéncia que o gene FVIlI de camundongo (CR000657). Co-
mo mostrado nas Figuras 13A e 13B, muitos dos trRNAs modificados
(juntamente com os crBRNAs nao modificados) conferiram atividade si-
milar ou aumentada em comparacdo com os controles ndo modifica-
dos, enquanto alguns dos trRNAs modificados diminuiram a atividade.
Esses dados mostram que certos padrées de modificacdo tendem a
ter efeitos semelhantes sobre as diferentes sequéncias.

[00422] Com base nos projetos de dgRNA descritos acima, RNAs
guias unicos correspondentes (sgRNAs) foram projetados com aspec-
tos de alguns dos crBRNAs e trRNAs modificados. Vide, Tabela 4. Estes
sgRNAs também foram testados em células Neuro2A. Os resultados
sao mostrados na Figura 10 (camundongo TTR) e na Figura 11 (ca-
mundongo FVII). Esses experimentos mostram que alguns padrbes de
modificagdo resultam em efeitos similares, mesmo quando se dirigem

a genes diferentes.
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Exemplo 4. Teste de gRNA modificado in vivo

[00423] Apods o teste in vitro, sgRNAs modificados foram entregues
aos animais em seis estudos separados, a fim de determinar se as
modificacbes conferiram quaisquer beneficios para a edicao in vivo.
[00424] LNPs foram formuladas com Cas9 mRNA IVT juntamente
com sgRNA quimicamente modificado (tendo como alvo TTR ou FVII),
como descrito no Exemplo 1. A razao de mRBNA:sgRNA foi de aproxi-
madamente 1:1, em peso dos componentes de RNA. Salvo indicacao
em contrario, o Cas9 mRNA utilizado nos estudos descritos neste
exemplo tinha a sequéncia da SEQ ID NO: 360 e as LNPs foram for-
muladas utilizando o Procedimento de Formulagcao LNP descrito aci-
ma.

[00425] Em um experimento, camundongos (n = 5 por grupo) rece-
beram uma dose unica de LNP a 2 mg/kg e o sangue foi coletado qua-
tro horas ap6s a dose para analise de citocinas séricas. 7 dias apés a
dose na necropsia, figados e sangue foram coletados para medicdes
da eficiéncia de edigdo de NGS e analise da TTR sérica, respectiva-
mente. Cada um dos sgRNAs nesta experiéncia teve como alvo a
mesma sequéncia no gene de TTR, sendo a unica diferenca entre os
sgRNAs as modificaces feitas em cada (vide Figuras 14A-D e 15A-E;
Tabela 4 SEQ ID Nos: 228 - 234). O G000209 (dois lotes testados)
serviu como controle menos modificado, possuindo apenas modifica-
cbes de 2'-O-metila e ligagdes de fosforotioato nos e entre os trés nu-
cleotideos terminais nos terminais 5' e 3' do sgRNA, respectivamente.
(Vide a Figura 15D).

[00426] Os resultados mostrados nas Figuras 14A-D mostram que
os sgRNAs mais fortemente modificados tenderam a induzir menos de
uma resposta para cada uma das citocinas analisadas, em compara-
¢do com os controles G000209 menos modificados. Os sgRNAs mais

fortemente modificados também conferiram maior eficiéncia de edicao
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nos figados dos animais tratados, com percentagem de edicdo che-
gando a ~ 60% para dois dos sgRNAs mais fortemente modificados
(por exemplo, G000263 e G000267) em comparagao com ~ 44-47%
para os controles menos modificados (lotes G000209) (Figura 15A).
Importante, as eficiéncias de edicdo correlacionadas com alteracdes
fenotipicas como knockdown sérico de TTR foram comparaveis ou
significativamente maiores do que os controles menos modificados (vi-
de, por exemplo, os lotes G000263 e G000267 vs G000209 nas Figu-
ras 15A-15B). As diferencas entre o G000209 modificado no final e o
G000267 altamente modificado estdo resumidas na Figura 15D e 15E
(os nucleotideos modificados com 2'-O-Me sao apresentados a negrito
e * representa ligacbes de fosforotioato).

[00427] Em outro estudo in vivo, trés sgRNAs tendo como alvo uma
sequéncia separada no gene de TTR de camundongo foram testados.
Os camundongos (n = 5 por grupo) receberam uma dose Unica de LNP
a 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,3 mg/kg. O sangue foi coletado quatro horas
apo6s a dose para analise de citocinas séricas. 7 dias ap6s a dose na
necropsia, figados e sangue foram coletados para medi¢cdes da efici-
éncia de edigdo de NGS e analise da TTR sérica, respectivamente.
Neste estudo, cada um dos sgRNAs teve como alvo a mesma sequén-
cia no gene de TTR (uma sequéncia diferente daquela foi direcionada
no estudo in vivo anterior) com um sgRNA sendo completamente nao
modificado (G000201 (SEQ ID NO: 243)), outro tendo apenas modifi-
cacbdes de extremidade (G000211 (SEQ ID NO: 241)), com modifica-
cbes de 2'-O-metil e ligagbes de fosforotioato nos e entre os trés nu-
cleotideos terminais nos terminais 5' e 3' do sgRNA, respectivamente),
e um terceiro sgRNA com o mesmo padrdo de modificagdo que
G000267 no estudo in vivo anterior (G000282 (SEQ ID NO: 242)).
[00428] Como mostrado nas Figuras 16A-16D, cada um dos sgR-

NAs resultou em respostas similares de uma maneira dependente da
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dose para cada uma das citocinas testadas. Para a eficiéncia de edi-
cao, o sgRNA nao modificado (G000201 (SEQ ID NO: 243)) conferiu
pouca edicao in vivo, enquanto o sgRNA altamente modificado
(G000282 (SEQ ID NO: 242)) conferiu niveis que atingiram ~ 60% com
uma dose de 2mg/kg, que foi significativamente maior do que 0s niveis
alcancados com o sgRNA menos modificado (G000211 (SEQ ID NO:
241)) (Figura 17A e B). Como no estudo in vivo anterior, 0s niveis de
edicao se correlacionaram com a quantidade de knockdown de TTR
sérico (Figura 17C e D).

[00429] Um estudo semelhante ao segundo estudo in vivo foi reali-
zado com outro conjunto de trés sgRNAs tendo como alvo ainda uma
sequéncia diferente de TTR no gene de TTR de camundongo (tendo
como alvo uma sequéncia diferente daquela direcionada nos dois es-
tudos anteriores in vivo). Os camundongos (n = 5 por grupo) recebe-
ram uma dose unica de LNP a 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,3 mg/kg. O san-
gue foi coletado quatro horas apds a dose para andlise de citocinas
séricas. 7 dias ap6s a dose na necropsia, figados e sangue foram co-
letados para medicbes da eficiéncia de edicdo de NGS e analise de
TTR sérica, respectivamente. Neste estudo, cada um dos sgRNAs te-
ve como alvo a mesma sequéncia no gene de TTR (uma sequéncia
diferente da que foi alvo nos dois estudos in vivo anteriores) com um
sgRNA completamente ndo modificado (G000285; SEQ ID NO: 332),
outro tendo apenas modificacées de extremidade (G000269 (SEQ ID
NO: 330)), com modificacées de 2'-O-metil e ligacdes de fosforotioato
nos e entre os trés nucleotideos terminais nas extremidades 5' e 3' do
sgRNA, respectivamente), e um terceiro sgRNA possuindo 0 mesmo
padrao de modificacdo que G000267 e G000282 nos dois estudos in
vivo anteriores (G000283 (SEQ ID NO: 331)).

[00430] No presente estudo, o sgRNA nao modificado (G000285
(SEQ ID NO: 332)) conferiu pouca edicao in vivo, enquanto o sgRNA
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altamente modificado (G000283 (SEQ ID NO: 331)) conferiu niveis que
atingiram ~ 60% com uma dose de 2 mg/kg, que foi significativamente
maior do que os niveis alcancados com o sgRNA menos modificado
(G000269 (SEQ ID NO: 330)) (Figuras 18A-18B). Como nos estudos
anteriores in vivo, 0s niveis de edi¢cao se correlacionaram com a quan-
tidade de knockdown de TTR sérico (Figura 18C).

[00431] Em um quarto estudo in vivo, os efeitos de modificagdes em
gRNAs foram avaliados para outro gene (FVII). Para a comparac¢ao no
estudo, dois dos sgRNAs testados no primeiro estudo in vivo foram
incluidos (G000209 e G000267). Aos camundongos (n = 5 por grupo)
foi administrada uma dose unica de LNP a 2 mg/kg, 1 mg/kg ou 0,3
mg/kg e o sangue foi coletado quatro horas apds a dose para anélise
de citocinas no soro. 6 dias ap6s a dose na necropsia, os figados fo-
ram coletados para medidas de eficiéncia de edicdo da NGS. Neste
estudo, cada um dos sgRNAs teve como alvo a mesma sequéncia nos
genes TTR ou FVII, com um sgRNA para cada um tendo apenas modi-
ficacbes de extremidade (G000208 (SEQ ID NO: 286)) para FVII,
G000209 para TTR, ambos com modificacbes de 2'-O-metil e ligacdes
de fosforotioato entre os trés terminais nucleotideos em ambas as ex-
tremidades 5' e 3' do sgRNA, respectivamente), e um segundo sgRNA
com os mesmos padrées de modificacdo como G000267, G000282, e
(G000283 no estudos anterior in vivo (GO00373 (SEQ ID NO: 287) para
FVII; G000267 (SEQ ID NO: 234) para TTR).

[00432] Como mostrado nas Figuras 19A-19D, cada um dos sgR-
NAs resultou em respostas similares de uma maneira dependente da
dose para cada uma das citocinas testadas. Para eficiéncia de edicao,
o sgRNA mais fortemente modificado tendo como alvo FVII (G000373
(SEQ ID NO: 287)) teve um aumento na eficiéncia de edicdo em com-
paracdo com a versdao menos modificada (G000208 (SEQ ID NO:

286)) em cada uma das doses testadas (Figura 18A). Estes resultados
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foram também observados para os gRNA dirigidos ao TTR (Figuras
20A-20B).

[00433] Em outro estudo in vivo, dez sgRNAs adicionais tendo co-
mo alvo a mesma sequéncia no gene de TTR de camundongo como
G000282 foram testados. O G000282 também foi incluido no estudo
para fins comparativos. Os camundongos (n = 5 por grupo) receberam
uma dose unica de LNP a 1 mg/kg ou 0,5 mg/kg. As LNPs utilizadas
neste estudo foram formuladas utilizando o Procedimento de Formula-
cao de LNP B descrito acima. Sete (7) dias apds a dose na necropsia,
figados e sangue foram coletados para as medi¢cdes da eficiéncia de
edicdo de NGS e andlise de TTR sérica, respectivamente. Neste estu-
do, cada um dos sgRNAs teve como alvo a mesma sequéncia no gene
de TTR. O padrdo de modificacdo de cada sgRNA testado variou e
incluiu modificagées de 2'-OMe, 2'-F e PS no terminal 5', terminal 3,
grampo 1, grampo 2, nexo, haste inferior, protuberancia e haste supe-
rior do sgRNA. Os resultados deste estudo sao mostrados nas Figuras
22A-22C, incluindo % de edicao (Figura 22A), edicdo média e desvio
padrao (Figura 22B), e niveis séricos de TTR (Figura 22C). Estes
mesmos sgRNAs foram testados em hepatécitos de camundongo pri-
marios, de acordo com os métodos aqui descritos. Os resultados deste
estudo de edicdo de TTR de resposta a dose sdo mostrados nas Figu-
ras 24A-24C, incluindo % de edicao (Figura 24A), curvas de dose-
resposta (Figura 24B) e valores de EC50 (Figura 24C).

[00434] Em outro estudo in vivo, treze sgRNAs tendo como alvo a
mesma sequéncia no gene de TTR de camundongo como G000282
foram testados. O G000282 também foi incluido no estudo para fins
comparativos. Os camundongos (n = 5 por grupo) receberam uma do-
se unica de LNP a 1 mg/kg. As LNPs utilizadas neste estudo foram
formuladas utilizando o Procedimento de Formulacdo de LNP C des-

crito acima. O Cas9 mRNA utilizado neste estudo teve a sequéncia de

Petigdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 189/390



177177

SEQ ID NO: 359. O sangue foi coletado quatro horas apds a dose para
analise de citocinas no soro. 7 dias apds a dose na necropsia, figados
e sangue foram coletados para medi¢cdes da eficiéncia de edicdo de
NGS e analise da TTR sérica, respectivamente. Neste estudo, cada
um dos sgRNAs teve como alvo a mesma sequéncia no gene de TTR.
Os sgRNAs testados incluem modificagdes adicionais de 2'-OMe e PS
nos terminais 5', 3', grampo 1, grampo 2 e haste superior do sgRNA.
Os resultados deste estudo sdo mostrados nas Figuras 23A-23C, in-
cluindo % de edicao (Figura 23A), % de edicdo média (Figura 23B) e
niveis séricos de TTR (Figura 23C).
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REIVINDICACOES

1. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende uma modificacdo de extremidade 5' e uma ou mais modi-
ficagbes em um ou mais de:

a. a regiao da haste superior;

b. a regiao de grampo 1; e

c. aregiao de grampo 2,

em que a modificacdo da extremidade 5' compreende pelo
menos duas ligagdes de fosforotioato (PS) nos primeiros sete nucleo-
tideos na extremidade 5' da extremidade 5'.

2. BRNA guia unico de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que pelo menos uma modificagdo compreende
um nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-Me).

3. BRNA guia unico de acordo com a reivindicagcdo 1 ou a
reivindicacao 2, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).

4. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 1-3, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modifi-
cacao compreende uma ligacao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.

5. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 1-4, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
uma ou mais modificacbes na regido de haste superior.

6. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 5, carac-
terizado pelo fato de que compreende modificacdes em US1 a US12.

7. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 1-6, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
uma ou mais modificagbes na regido de grampo 1.

8. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 7, carac-

terizado pelo fato de que o sgRNA compreende uma modificacdo em
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H1-1.

9. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 1-8, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreende
uma ou mais modificagdes na regido de grampo 2.

10. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 9, carac-
terizado pelo fato de que o sgRNA compreende uma modificacdo em
H2-1.

11. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-10, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreen-
de modificacbes em H1-1 a H1-12.

12. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-11, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreen-
de modificacbes em H2-1 a H2-15.

13. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-12, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreen-
de uma ou mais modificacées em cada uma das regides de haste su-
perior, regiao de grampo 1 e regiao de grampo 2.

14. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-13, caracterizado pelo fato de que o sgRNA compreen-
de um nucleotideo modificado entre as regides de grampo 1 e de
grampo 2.

15. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-14, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende uma regidao de haste inferior que compreende uma modifica-
cao.

16. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-15, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende uma regido de terminal 3' que compreende uma modificacao.

17. RNA guia unico de acordo com a reivindicacao 16, que

adicionalmente compreende uma modificacdo de extremidade 3' no
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terminal 3'.

18. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 17, ca-
racterizado pelo fato de que pelo menos dois dos ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo modificados.

19. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 17, ca-
racterizado pelo fato de que pelo menos dois dos ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo modificados com 2'-O-
Me, 2'-F ou 2'-O-moe.

20. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 17-19, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
compreende ligacbes de fosforotioato (PS) entre um ou mais dos Ulti-
mos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3.

21. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-20, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende uma regido de protuberancia que compreende uma modifica-
cao.

22. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-21, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende uma regidao de nexo que compreende uma modificacao.

23. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-22, caracterizado pelo fato de que pelo menos os pri-
meiros trés nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os trés nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo modificados.

24. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-23, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados a ligac6es de
fosforotioato (PS).

25. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 24, ca-

racterizado pelo fato de que as modificacdes de extremidade compre-
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endem 2'-O-Me.

26. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 24, ca-
racterizado pelo fato de que as modificacdes de extremidade compre-
endem 2'-F.

27. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-26, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados com uma liga-
cao de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e os Ultimos trés nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3' compreendem modificacdes de 2'-O-Me.

28. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-26, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos no terminal 5' e os ultimos quatro nucleotideos no termi-
nal 3' sdo ligados com uma ligacdo de PS, e em que o0s primeiros trés
nucleotideos no terminal 5' terminal e os Ultimos trés nucleotideos no
terminal 3' compreendem modificacbes de 2'-O-Me, 2'-F e/ou 2'-O-
moe.

29. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-28, caracterizado pelo fato de que LS1, LS6, LS7, LS8,
LS11 e/ou LS12 sdo modificados com 2'-O-Me.

30. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-29, caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleo-
tideos na regidao de protuberancia € modificado com 2'-O-Me.

31. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-29, caracterizado pelo fato de que pelo menos 50% dos
nucleotideos na regidao de protuberancia sao modificados com 2'-O-
Me.

32. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-

vindicacbes 1-31, caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleo-
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tideos na regido de haste superior é modificado com 2'-O-Me.

33. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-32, caracterizado pelo fato de que N16, N17 e/ou N18
na regiao de nexo sdao modificados com 2'-O-Me.

34. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-32, caracterizado pelo fato de que N15, N16, N17 e/ou
N18 na regido de nexo sdo modificados.

35. BRNA guia unico de acordo com a reivindicagao 33 ou
reivindicacdo 34, caracterizado pelo fato de que as modificacdes na
regidao de nexo sao selecionadas de 2'-O-Me e 2'F.

36. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 32-35, caracterizado pelo fato de que N16, N17 e N18 séo
ligados a ligacbes de PS.

37. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-36, caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleo-
tideos na regido de grampo 1 é modificado com 2'-O-Me.

38. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-37, caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleo-
tideos na regido de grampo 2 é modificado com 2'-O-Me.

39. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que

compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me nas seguintes po-

sicoes:

a. os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5' do ter-
minal 5';

b. LS1, LS6, LS7, LS8, LS11 e/ou LS12 na regido de haste
inferior;

c. B1 e/ou B2 na regiao de protuberancia;
d. cada nucleotideo na regidao de haste superior;
e. N16, N17 e/ou N18 na regiao de nexo;

f. cada nucleotideo na regidao de grampo 1;
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g. cada nucleotideo na regido de grampo 2; e

h. os ultimos quatro nucleotideos no terminal 3'.

40. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 39, ca-
racterizado pelo fato de que B3-B6 sdo modificados com 2'-O-Me.

41. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 39, ca-
racterizado pelo fato de que adicionalmente compreende trés ligacdes
de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na ex-
tremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

42. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes anteriores, caracterizado pelo fato de que LS9 e LS10 séo
modificados, por exemplo, com 2'-F ou 2'-OMe.

43. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes anteriores, caracterizado pelo fato de que N15, N16, N17
e N18 sdo modificados, por exemplo, com 2'-F ou 2'-OMe.

44. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes anteriores, caracterizado pelo fato de que H2-9, H2-10,
H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 e H2-15 sdo modificados com 2'-F.

45. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes anteriores, caracterizado pelo fato de que o segundo ao
ultimo, o terceiro ao ultimo e o quarto ao ultimo nucleotideos no termi-
nal 3' sdo modificados com 2'-F.

46. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende nucleotideos modificados com 2'-F nas seguintes posi-
coes:

a. LS9 e LS10 na regido de haste inferior;

b. N15, N16, N17 e N18 na regiao de nexo; e

c. H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 € H2-15 na
regiao de grampo 2.

47. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 46, ca-
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racterizado pelo fato de que adicionalmente compreende nucleotideos
modificados com 2'-F no pendultimo, terceiro ao ultimo e quarto aos ul-
timos nucleotideos no terminal 3'.

48. RNA guia unico de acordo com a reivindicacao 46 ou
reivindicacdo 47, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal
3"

49. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 46-48, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos trés
primeiros nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e 2'-O- Me ou
nucleotideos modificados com 2'-F nos trés dos ultimos quatro nucleo-
tideos na extremidade 3' do terminal 3'.

50. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

51. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 50, ca-
racterizado pelo fato de que adicionalmente compreende nucleotideos
modificados com 2'-O-Me em LS1 e/ou LS6.

52. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 50 ou

reivindicacdo 51, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
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preende um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1 e
Grampo 2.

53. RNA guia unico (sgRNA) que compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS1-LS6;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre 0 grampo
1 e 0 grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

54. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS2-LS5;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1 e LS6;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre o grampo 1
e 0 grampo 2,

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.
55. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que

compreende
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a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5'; b. nucleotideos modifi-
cados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre 0 grampo
1 e 0 grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

56. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS7, LS8,
LS11 e LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre o grampo 1
e 0 grampo 2,

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

57. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
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nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS8, LS10 e
LS12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-F em LS7, LS9 e
LS11;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre o grampo 1
e 0 grampo 2,

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

58. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende:

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8,LS11 e LS12

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

e. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre 0 grampo
1 e 0 grampo 2;

f. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

59. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
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nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em LS1, LS6,
LS7,LS8, LS11 e LS12;

c. nucleotideos modificados com 2'-F em LS9 e LS10;

d. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

f. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre o grampo 1
e 0 grampo 2,

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos ultimos qua-
tro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

60. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';

b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-1 - H1-12;

d. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me entre Grampo 1
e Grampo 2;

e. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1 - H2-8;

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-9 - H2-15;

g. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo,
terceiro do ultimo e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

h. um nucleotideo modificado com 2'-O-Me no ultimo nucle-
otideo na extremidade 3' do terminal 3.

61. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me nos trés primeiros

nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5';
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b. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em US1-US12;

c. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H1-2, H1-4,
H1-6, H1-8, H1-10 € H1-12;

d. nucleotideos modificados com 2'-F em H1-1, H1-3, H1-5,
H1-7, H1-9 e H1-11;

e. um nucleotideo modificado com 2'-F entre o de grampo 1
e de grampo 2,

f. nucleotideos modificados com 2'-F em H2-2, H2-4, H2-6,
H2-8, H2-10, H2-12; e H2-14;

g. nucleotideos modificados com 2'-O-Me em H2-1, H2-3,
H2-5, H2-7, H2-9, H2-11; H2-13 € H2-15;

h. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo do ultimo
e quarto do ultimo nucleotideo no terminal 3'; e

i. Nucleotideo modificado com 2'-O-Me no terceiro e ultimo
nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3.

62. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 50-61, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
compreende trés ligagcbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de
PS ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do termi-
nal 3'.

63. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 50-61, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
compreende pelo menos uma ligagcao de fosforotioato (PS) dentro dos
primeiros sete nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5'.

64. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende

a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me LS8, LS10, LS12,
H1-2, H1-4, H1-6, H1-8, H1-10, H1-12, H2-1, H2-3, H2-5, H2-7, H2-9,
H2-11, H2-13 e H2-15; e
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b. nucleotideos modificados com 2'-F em LS7, LS9, LS11;
H1-1, H1-3, H1-5, H1-7, H1-9, H1-11, H1-13, H2-2, H2-4, H2-6, H2-8,
H2-10, H2- 12 e H2-14,

65. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 64, ca-
racterizado pelo fato de que adicionalmente compreende trés ligacdes
de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na ex-
tremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

66. RNA guia unico de acordo com a reivindicagao 64 ou
reivindicacao 65, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende a. nucleotideos modificados com 2'-O-Me no ultimo e terceiro
a ultimo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3'; e

b. nucleotideos modificados com 2'-F no segundo ao ultimo
e no quarto ao ultimo nucleotideo na extremidade 3' do terminal 3.

67. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende qualquer uma das SEQ ID Nos: 228-332, incluindo as modifica-
cOes da Tabela 4.

68. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende qualquer uma das SEQ ID Nos: 235-240, 265-285 e 309-329,
incluindo as modificacbes da Tabela 4.

69. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende a SEQ ID No: 240.

70. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende a SEQ ID No. 240, incluindo as modificacdes da Tabela 4.

71. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende a SEQ ID No: 242, incluindo as modificacdes da Tabela 4.

72. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende as modificagbes da SEQ ID No: 242, como representado na Ta-
bela 4.

73. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
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ende a SEQ ID No: 358.

74. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que compre-
ende acidos nucleicos possuindo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94,
93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 ou 70% de identidade com os acidos nuclei-
cos de qualquer uma das SEQ ID. Nos: 235-240, 265-285 e 309-329,
em que a modificacdo em cada nucleotideo do sgRNA que correspon-
de a um nucleotideo do identificador de sequéncia de referéncia na
Tabela 4, idéntica ou equivalente modificacdo mostrada na referéncia
identificador de sequéncia na Tabela 4.

75. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 66-74, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
compreende trés ligagcbes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros
quatro nucleotideos no terminal 5' e trés ligacées de PS ligando os ul-
timos quatro nucleotideos no terminal 3'.

75. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-74, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende pelo menos trés ligacbes de PS ligando os nucleotideos na
regiao de grampo 1.

76. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-75, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende pelo menos trés ligacbes de PS ligando os nucleotideos na
regiao de grampo 2.

77. BRNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-76, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende pelo menos trés ligacbes de PS ligando os nucleotideos na
regiao de haste superior.

78. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-77, caracterizado pelo fato de que o sgRNA forma um
complexo de ribonucleoproteina com uma Cas9 de S. pyogenes.

79. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
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modificacbes de 2'-O-Me em cada nucleotideo na regido de haste su-
perior.

80. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificacbes de 2'-O-Me em um, dois, trés ou quatro, cinco, seis, sete,
oito, nove, dez ou onze dos seguintes nucleotideos: US1, US2, US3,
US4, US5, US6, US7, US8, US9, US10, US11 e US12.

81. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificagbes de 2'-O-Me a 50% ou mais dos nucleotideos nas regides
de grampo 1 e de grampo 2.

82. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificacbes de 2'-O-Me em cada nucleotideo na regido de haste su-
perior e modificagbes de 2'-O-Me a 50% ou mais dos nucleotideos nas
regides de grampo 1 e de grampo 2.

83. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
ou consiste em modificacbes de 2'-O-Me em cada nucleotideo, inician-
do em H2-1 ou H2-2 até o ultimo nucleotideo do terminal 3.

84. RNA guia caracterizado pelo fato de que inclui ou con-
siste em uma modificacao 2'-O-Me em LS1 e/ou LS6 e nenhuma modi-
ficacdo em LS2-LS5.

85. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
nucleotideos modificados com 2'-O-Me em 2 ou mais de LS8, LS9,
LS10, LS11 e/ou LS12.

86. RNA guia de acordo com a reivindicagao 85, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos LS8 e LS10 sdo modificados com 2'-
O-Me.

87. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-86, que compreende adicionalmente modificacdes de 2'-O-Me
a 50% ou mais dos nucleotdeos na regio do nexo.

88. RNA guia de acordo com a reivindicagao 87, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
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85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99 % dos nucleotideos na regido
de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

89. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificagbes de 2'-O-Me em até 50% dos nucleotideos na regido de
nexo.

90. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificacbes de 2'-O-Me em quatro ou mais nucleotideos na regiao de
nexo.

91. RNA guia de acordo com a reivindicagao 90, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos um, dois, trés, quatro ou cinco dos
nucleotideos N2-N6 na regido de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

92. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
nucleotideos modificados com 2'-O-Me em dez ou mais nucleotideos
na regiao de nexo.

93. RNA guia de acordo com a reivindicagao 92, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos N2-N6 sao modificados com 2'-O-
Me.

94. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
modificagbes de 2'-O-Me a 50% ou mais dos nucleotideos na regiao
de protuberancia.

95. RNA guia de acordo com a reivindicagao 94, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99 % dos nucleotideos na regido
de protuberancia sao modificados com 2'-O-Me.

96. RNA guia de acordo com a reivindicagao 94, caracteri-
zado pelo fato de que B2, B3 e/ou B4 sdo modificados com 2'-O-Me.

97. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
nucleotideos modificados com 2'-O-Me em trés ou mais nucleotideos
na regidao de protuberancia.

98. RNA guia de acordo com a reivindicagao 97, caracteri-
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zado pelo fato de que B2, B3 e/ou B4 sdo modificados com 2'-O-Me.

99. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
os nucleotideos da SEQ ID NO: 357 com o padrdao de modificacdo do
RNA guia de qualquer reivindicacao precedente.

100. RNA guia caracterizado pelo fato de que compreende
0s nucleotideos da SEQ ID NO: 356 com o padrdo de modificacdo do
RNA guia de qualquer reivindicacao precedente.

101. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente modificacbes de 2'-O-Me nos primeiros trs, quatro ou cinco nu-
cletidos na extremidade 5' da regio 5' terminal.

102. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente modificacbes de 2'-O-Me nas t trés, Ultimos quatro ou cinco Ul-
timos nucleotideos na extremidade 3' da regido 3' do terminal.

103. RNA guia de acordo com a reivindicagao 102, caracte-
rizado pelo fato de que o ultimo nucleotideo na extremidade 3' da regi-
ao de terminal 3' ndo é modificado.

104. RNA guia de acordo com a reivindicagao 102, caracte-
rizado pelo fato de que apenas o segundo a ultimo e o terceiro a ultimo
nucleotideo na extremidade 3' da regidao de terminal 3' sdo modifica-
dos.

105. RNA guia de acordo com a reivindicagao 102, caracte-
rizado pelo fato de que apenas o segundo ao timo, o terceiro ao timo e
o quarto ao timo nucleotideo na regido de terminal 3' s modificados.

106. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente ligagcdes de PS entre os primeiros trés, quatro ou cinco nucleo-
tideos na extremidade 5' do terminal 5'.

107. RNA guia de acordo com a reivindicagao 106, caracte-
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rizado pelo fato de que os primeiros quatro nucleotideos na extremida-
de 5' do terminal 5' sdo ligados a ligacbes de PS.

108. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que compreende adicional-
mente as ligacdes de PS entre os ultimos trés, quatro ou cinco nucleo-
tideos na extremidade 3' do terminal 3'.

109. RNA guia de acordo com a reivindicagdo 108, caracte-
rizado pelo fato de que os ultimos quatro nucleotideos na extremidade
3' do terminal 3' estdo ligados a ligacdes de PS.

110. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que os primeiros trés ou qua-
tro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e os Ultimos trés ou
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3' compreendem
Modificacbes de 2'-O-Me.

111. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que os primeiros trés ou qua-
tro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' sdo ligados a liga-
cbes de PS, e os ultimos trés ou quatro nucleotideos na extremidade 3'
do terminal 3' esta ligado a ligacbes de PS.

112. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que os primeiros trés ou qua-
tro nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' compreendem modi-
ficacbes de 2'-O-Me e sdo ligados a ligacdes de PS, e os trés ultimos
ou quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3' compreendem
modificacbes de 2'-O-Me e estao ligados a ligacdes de PS.

113. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos dois dos nu-
cleotideos LS8, LS9, LS10, LS11 e LS12 compreendem modificacdes
de 2'-O-Me.

114. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
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cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos LS8 e LS10
sdo modificados com 2'-O-Me.

115. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos 50% dos nu-
cleotideos na regido de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

116. RNA guia de acordo com a reivindicagdo 115, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99 % dos nucleotideos na regido
de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

117. RNA guia de acordo com a reivindicagao 115, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos N2-N6 sao modificados com 2'-O-
Me.

118. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos dez dos nu-
cleotideos na regido de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

119. RNA guia de acordo com a reivindicagao 115, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos N2-N6 sao modificados com 2'-O-
Me.

120. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos 50% dos nu-
cleotideos na regiao de protuberancia sdo modificados com 2'-O-Me.

121. RNA guia de acordo com a reivindicagao 120, caracte-
rizado pelo fato de que pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99 % dos nucleotideos na regido
de protuberancia sao modificados com 2'-O-Me.

122. RNA guia de acordo com a reivindicagao 121, caracte-
rizado pelo fato de que B2, B3 e/ou B4 sao modificados com 2'-O-Me.

123. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-100, caracterizado pelo fato de que pelo menos trés dos nu-

cleotideos na regiao de protuberancia sdo modificados com 2'-O-Me.
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124. RNA guia de acordo com a reivindicagao 123, caracte-
rizado pelo fato de que B2, B3 e/ou B4 sao modificados com 2'-O-Me.

125. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 79-124, caracterizado pelo fato de que o RNA guia i 2um RNAg.

126. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79-125, caracterizado pelo fato de que o RNA guia é um dgRNA.

127. RNA guia de acordo com a reivindicacao 81 ou 82, ca-
racterizado pelo fato de que pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% dos nucleotideos nas
regides de de grampo 1 e de grampo 2 sdo modificados com 2'-OMe.

128. RNA guia de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 79 a 127, caracterizado pelo fato de que o gRNA forma um com-
plexo ribonucleoproteico com uma Cas9 de S. pyogenes.

129. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de

que compreende ou consiste em nucleotideos modificados com 2'-O-

Me em:

a. os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5' do ter-
minal 5';

b. cada nucleotideo na regido de haste superior;

c. cada nucleotideo na regido de grampo 1;

d. o nucleotideo entre o de grampo 1 e o de grampo 2;

e. cada nucleotideo na regido de grampo 2; e

f. os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3".

130. RNA guia unico de acordo com a reivindicagdo 129,
caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente ligacdes
de PS ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremidade 5' do
terminal 5' e ligagdes de PS ligando os ultimos quatro nucleotideos na
extremidade 3' do terminal 3.

131. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que possui
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0 padrdao de modificacdo mostrado na SEQ ID NO: 350, 351, 352 ou
353, como representado na Tabela 4.

132. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de
que compreende ou consiste em nucleotideos modificados com 2'-O-
Me em:

a. 0s primeiros trés, quatro, cinco ou sete nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5;

b. cada nucleotideo na regido de haste superior;

c. cada nucleotideo na regido de grampo 1;

d. o nucleotideo entre o de grampo 1 e o de grampo 2;

e. cada nucleotideo na regido de grampo 2; e

f. os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3".

133. RNA guia unico (sgRNA) caracterizado pelo fato de
que compreende ou consiste em nucleotideos modificados com 2'-O-
Me em:

a. 0s primeiros trés, quatro, cinco ou sete nucleotideos na
extremidade 5' do terminal 5;

b. cada um dos nucleotideos US1, US2, US3, US4, US5,
US6, US7, US8, US9, US10, US11 e US12;

c. cada um dos nucleotideos H1-1, H1-2, H1-3, H1-4, H1-5,
H1-6, H1-7, H1-8, H1-9, H1-10, H1-11 e H1- 12;

d. o nucleotideo entre o de grampo 1 e o de grampo 2;

e. cada um dos nucleotideos H2-1, H2-2, H2-3, H2-4, H2-5,
H2-6, H2-7, H2-8, H2-9, H2-10, H2-11, H2-12, H2-13, H2-14 e H2-15;
e

f. os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3".

134. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-

vindicacbes 129-133, caracterizado pelo fato de que adicionalmente
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compreende ligagbes de PS ligando os primeiros quatro nucleotideos
na extremidade 5' do terminal 5' e ligacées de PS ligando os ultimos
quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3'.

135. RNA guia unico caracterizado pelo fato de que possui
o padrao de modificacdo da SEQ ID NO: 350, 351, 352 ou 353, como
mostrado na Tabela 4.

136. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 129-135, caracterizado pelo fato de que o sgRNA forma
um complexo de ribonucleoproteina com uma Cas9 de S. pyogenes.

137. RNA crispr (crBNA) caracterizado pelo fato de que
compreende uma ou mais modificagbes dentro de uma ou mais das
seguintes regiodes:

a. os primeiros cinco nucleotideos na extremidade 5' do

terminal 5';

b. a regido de haste inferior;

C. a regiao de protuberancia;

d. a regiao da haste superior; e

e. 0s ultimos cinco nucleotideos na extremidade 3' do crR-
NA.

138. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 136, carac-
terizado pelo fato de que adicionalmente compreende uma modifica-
cao de extremidade 5', caracterizado pelo fato de que a modificacao
da extremidade 5' compreende uma ou mais ligacdes de fosforotioato
dentro dos primeiros sete nucleotideos na extremidade 5' do terminal
5.

139. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 136, carac-
terizado pelo fato de que adicionalmente compreende uma modifica-
cao de extremidade 5', caracterizado pelo fato de que a modificacao
da extremidade 5' compreende pelo menos duas ligacdes de fosforoti-

oato nos primeiros sete nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5'.
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140. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 137-139, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-O-metil (2'-O-
Me).

141. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-140, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modi-
ficacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-F).

142. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-141, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modi-
ficacdo compreende uma ligacdao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.

143. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-142, caracterizado pelo fato de que os primeiros trés nu-
cleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os trés nucleotideos na
extremidade 3' do terminal 3' sdo modificados.

144. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-143, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados a ligac6es de
fosforotioato (PS).

145. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 143, carac-
terizado pelo fato de que a modificacdo compreende 2'-O-Me.

146. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 143, carac-
terizado pelo fato de que a modificacdo compreende 2'-F.

147. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-146, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados com uma liga-
cao de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5'

do terminal 5' e os ultimos trés nucleotideos na extremidade 3' do ter-
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minal 3' compreendem modificacdes de 2'-O-Me.

148. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-146, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados com uma liga-
cao de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e os Ultimos trés nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3' compreendem modificacdes de 2'-F.

149. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-148, caracterizado pelo fato de que LS1 e LS6 sdo modifi-
cados com 2'-O-Me.

150. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-149, caracterizado pelo fato de que cada um dos nucleoti-
deos na regidao de haste superior é modificado com 2'-O-Me.

151. RNA crispr (crBRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em:

a. LS1 e LS6 na regido de haste inferior; e

b. cada nucleotideo na regido de haste superior.

152. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 151, carac-
terizado pelo fato de que adicionalmente compreende trés ligacbes de
fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremi-
dade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os dltimos quatro
nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3.

153. RNA crispr de acordo com a reivindicagao 151 ou da
reivindicacdao 152, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros
trés nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e 2'-O-Me ou nu-
cleotideos modificados em 2 '-F nos trés ultimos nucleotideos na ex-
tremidade 3' do terminal 3.

154. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
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cacbes 137-153, caracterizado pelo fato de que LS1, LS2 e LS6 séo
modificados com 2'-F.

155. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-154, caracterizado pelo fato de que cada nucleotideo na
regidao de protuberancia € modificado com 2'-F.

156. RNA crispr (crBRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende nucleotideos modificados com 2'-F em:

a. LS1, LS2 e LS6 na regido de haste inferior; e

b. cada nucleotideo na regido de protuberancia.

157. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-156, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal
3"

158. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-157, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos primeiros
trés nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e 2'-O- Me ou nu-
cleotideos 2'-F modificados nos ultimos trés nucleotideos na extremi-
dade 3' do terminal 3.

159. RNA crispr caracterizado pelo fato de que compreen-
de qualquer uma das SEQ ID Nos: 1-187, incluindo as modificacbes da
Tabela 4.

160. RNA crispr caracterizado pelo fato de que compreen-
de qualquer uma das SEQ ID Nos: 19-31, 53-73, 104-130 e 161-187,
incluindo as modificacbes da Tabela 4.

161. RNA crispr caracterizado pelo fato de que compreen-
de acidos nucleicos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92,
91, 90, 85, 80, 75 ou 70% de identidade com qualquer uma das SEQ

Peticdo 870190052301, de 04/06/2019, pag. 215/390



26/34

ID Nos: 19- 31, 53-73, 104-130 e 161-187, em que a modificacdo em
cada nucleotideo do crBRNA que corresponde a um nucleotideo do
identificador de sequéncia de referéncia na Tabela 4, idéntica ou equi-
valente modificacdo mostrada na referéncia identificador de sequéncia
na Tabela 4.

162. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 159-161, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3' do terminal
3"

163. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-162, caracterizado pelo fato de que o RNAr combinado
com um RNAt forma um complexo de ribonucleoproteina com uma
Cas9 de S. pyogenes.

164. RNA tracr (trRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende uma ou mais modificagbes dentro de uma ou mais das
seguintes regiodes:

a. os primeiros cinco nucleotideos na extremidade 5' do
terminal 5';

b. a regiao da haste superior;

C. a regiao de protuberancia;

d. a regiao de haste inferior;

€. a regiao de nexo;

f. a regido de grampo 1;

g. a regiao de grampo 2; e

h. os ultimos cinco nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3".

165. RNA tracr de acordo com a reivindicagao 164, caracte-

rizado pelo fato de que pelo menos uma modificacdo compreende um
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nucleotideo modificado com 2'-O-metila (2'-O-Me).

166. RNA tracr de acordo com a reivindicagao 164 ou da
reivindicacdo 165, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma
modificacdo compreende um nucleotideo modificado com 2'-fluoro (2'-
F).

167. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 164-166, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma modi-
ficacdo compreende uma ligacdao de fosforotioato (PS) entre nucleoti-
deos.

168. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-167, caracterizado pelo fato de que os quatro primeiros
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' estao ligados a ligacdes de
fosforotioato (PS).

169. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-168, caracterizado pelo fato de que os primeiros trés nu-
cleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os trés nucleotideos na
extremidade 3' do terminal 3' sdo modificados.

170. BRNA tracr de acordo com a reivindicagao 169, caracte-
rizado pelo fato de que a modificagcao compreende 2'-O-Me.

171. BRNA tracr de acordo com a reivindicagao 169, caracte-
rizado pelo fato de que a modificacdo compreende 2'-F.

172. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-171, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados com uma liga-
cao de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e os Ultimos trés nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3' compreendem modificacdes de 2'-O-Me.

173. BRNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
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cacbes 164-171, caracterizado pelo fato de que os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e os ultimos quatro nu-
cleotideos na extremidade 3' do terminal 3' sdo ligados com uma liga-
cao de PS, e em que os primeiros trés nucleotideos na extremidade 5'
do terminal 5' e os Ultimos trés nucleotideos na extremidade 3' do ter-
minal 3' compreendem modificacdes de 2'-F.

174. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-173, caracterizado pelo fato de que cada nucleotideo na
regido de haste superior € modificado com 2'-O-Me.

175. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-174, caracterizado pelo fato de que B1 e B2 dentro da re-
giao de protuberancia sdo modificados com 2'-O-Me.

176. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-175, caracterizado pelo fato de que N3, N4, N5, N15, N16,
N17 e/ou N18 na regido de nexo sdo modificados com 2'-O-Me.

177. BRNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-176, caracterizado pelo fato de que cada nucleotideo na
regido de grampo 1 é modificado com 2'-O-Me.

178. BRNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-177, caracterizado pelo fato de que cada nucleotideo na
regidao de grampo 2 é modificado com 2'-O-Me.

179. RNA tracr (trRNA) caracterizado pelo fato de que
compreende nucleotideos modificados com 2'-O-Me em:

a. cada nucleotideo na haste superior;

b. B1 e/ou B2 dentro da regido de protuberancia;

c. N3, N4, N5, N15, N16, N17 e/ou N18 na regiao de nexo;

d. cada nucleotideo na regido de grampo 1; e

e. cada nucleotideo na regido de grampo 2.

180. RNA tracr de acordo com a reivindicagao 179, caracte-

rizado pelo fato de que adicionalmente compreende trés ligacdes de
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fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro nucleotideos na extremi-
dade 5' do terminal 5' e trés ligacdes de PS ligando os dltimos quatro
nucleotideos na extremidade 3' do terminal 3.

181. RNA tracr de acordo com a reivindicagao 179 ou da
reivindicacao 180, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos trés pri-
meiros nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e 2'-O-Me ou
acidos nucleicos modificados em 2'-F nos ultimos trés nucleotideos na
extremidade 3' do terminal 3.

182. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 164-181, caracterizado pelo fato de que N15, N16, N17 e N18
sdo modificados com 2'-F.

183. BRNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-182, caracterizado pelo fato de que LS1, LS3 e LS5 sao
modificados com 2'-F e LS2, LS4 e LS6 sdo modificados com 2'-O-Me.

184. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-183, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos na extremidade 3'. do terminal
3"

185. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-184, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende nucleotideos modificados com 2'-O-Me ou 2'-F nos trés pri-
meiros nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5', e 2'-O- Me ou
nucleotideos 2'-F modificados nos ultimos trés nucleotideos na extre-
midade 3' do terminal 3'.

186. RNA tracr caracterizado pelo fato de que compreende
qualquer uma das SEQ ID Nos: 188-227, incluindo as modificagdes da
Tabela 4.
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187. RNA tracr caracterizado pelo fato de que compreende
acidos nucleicos tendo pelo menos 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91,
90, 85, 80, 75 ou 70% de identidade com qualquer uma das SEQ ID
Nos: 188- 227, em que a modificacdo em cada nucleotideo do trRNA
que corresponde a um nucleotideo do identificador de sequéncia de
referéncia na Tabela 4, é idéntica ou equivalente a modificacdo mos-
trada no identificador de sequéncia de referéncia na Tabela 4.

188. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes186-187, caracterizado pelo fato de que adicionalmente com-
preende trés ligacdes de fosforotioato (PS) ligando os primeiros quatro
nucleotideos na extremidade 5' do terminal 5' e trés ligacbes de PS
ligando os ultimos quatro nucleotideos ao terminal 3'. fim do terminal
3"

189. RNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-188, caracterizado pelo fato de que o trBRNA combinado
com um crRNA forma um complexo de ribonucleoproteina com uma
Cas9 de S. pyogenes.

190. Guia duplo que compreende um crRNA e um trRNA,
caracterizado pelo fato de que o crBRNA compreende qualquer uma
das SEQ ID Nos: 1-187 como representado na Tabela 4, e em que o
trRNA compreende os cidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID
Nos: 188- 227 como mostrado na Tabela 4.

191. Guia duplo caracterizado pelo fato de que compreende
um crBNA como definido em qualquer uma das reivindicacbes 137-
163 e um trBRNA como definido em qualquer uma das reivindicacbes
164-189.

192. Guia duplo caracterizado pelo fato de que compreende
um crBNA como definido em qualquer uma das reivindicacbes 137-
163 e um trRNA nao modificado.

193. Guia duplo caracterizado pelo fato de que compreende
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um crRNA ndo modificado e um trBRNA como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 137-189.

194. Guia duplo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 190-193, caracterizado pelo fato de que a guia dual forma um
complexo de ribonucleoproteina com uma Cas9 de S. pyogenes.

195. Composicdo de LNP caracterizada pelo fato de que
compreende um sgRNA como definido em qualquer uma das reivindi-
cacoOes 1-78 e 129-136.

196. Composicdo de LNP caracterizada pelo fato de que
compreende um gRNA que compreende ou consiste no RNA como
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1-193.

197. Composicao caracterizada pelo fato de que compre-
ende um sgRNA como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1-
78 e 129-136, associado a uma nanoparticula lipidica (LNP).

198. Composicao caracterizada pelo fato de que compre-
ende um crBNA como definido em qualquer das reivindicagbes 137-
163, associado a uma nanoparticula lipidica (LNP).

199. Composicao caracterizada pelo fato de que compre-
ende um trBNA como definido em qualquer uma das reivindicacdes
164-189, associado a uma nanoparticula lipidica (LNP).

200. Composicao que compreende o0 sgRNA como definido
em qualquer uma das reivindicagbes 1-78 e 129-136, o gRNA como
definido em qualquer uma das reivindicagbes 79-128, o crRNA como
definido em qualquer uma das reivindicagbes 137-163, o trBRNA como
definido em qualquer uma das reivindicacbes 164. -189, o dgRNA de
qualquer uma das reivindicagctes 190-194, ou a composig¢ao de acordo
com qualquer uma das reivindica¢des 195-199, caracterizada pelo fato
de que adicionalmente compreende uma nuclease ou um mRNA que
codifica a nuclease.

201. Composigao de acordo com a reivindicagao 200, ca-
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racterizada pelo fato de que a nuclease € uma proteina Cas.

202. Composicao de acordo com a reivindicacao 201, ca-
racterizada pelo fato de que a proteina Cas € uma Cas9.

203. Composicao de acordo com a reivindicacao 202, ca-
racterizado pelo fato de que a Cas9 € uma Cas9 de S. pyogenes.

204. Composicao de qualquer uma das reivindicacbes 200-
203, caracterizada pelo fato de que a nuclease € uma nickase.

205. Composicao de qualquer uma das reivindicacbes 200-
204, caracterizada pelo fato de que a nuclease € modificada.

206. Composicao de acordo com a reivindicacao 205, ca-
racterizada pelo fato de que a nuclease modificada compreende um
sinal de localizacao nuclear (NLS).

207. Composicao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 200-206, caracterizada pelo fato de que compreende um
mRNA que codifica a nuclease.

208. Formulagao farmacéutica caracterizada pelo fato de
que compreende o sgRNA como definido em qualquer uma das reivin-
dicacbes 1-78 e 129-136, o0 gRNA como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 79-128, o crRNA como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 137-163, o trBRNA como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 164-189, o dgRNA como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 190-194, ou a composicdo como definida em qualquer
uma das reivindicacbes 195-207 e um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel.

209. Método para modificar um DNA alvo, caracterizado
pelo fato de que compreende liberar uma proteina Cas ou um acido
nucleico que codifica uma proteina Cas e qualquer um ou mais dos
seguintes, para uma célula:

a. sgRNA como definido em qualquer uma das reivindica-
cOes 1-78 e 129-136;
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b. 0 RNA g como definido em qualquer uma das reivindica-
cOes 79-128;

c. 0 gBRNA como definido em qualquer uma das reivindica-
cbes 137-163;

d. trBRNA como definido em qualquer uma das reivindica-
cOes 164-189;

e. 0 dgRNA como definido em qualquer uma das reivindica-
coes 190-194;

f. a composicao como definido em qualquer uma das reivin-
dicagdes 195-207; ou

g. formulagéao farmacéutica como definido na reivindicagao
208.

210. Método de acordo com a reivindicacdo 209, caracteri-
zado pelo fato de que o método resulta em uma insercdo ou delecao
em um gene.

211. Método de acordo com a reivindicacao 209, caracteri-
zado pelo fato de que adicionalmente compreende a entrega na célula
de um molde, em que pelo menos uma parte do molde incorpora um
DNA alvo no em ou préximo a uma quebra de duplo filamento induzida
pela proteina Cas.

212. RNA guia unico de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacbes 1-78 e 129-136, caracterizado pelo fato de que € para uso
na preparacao de um medicamento para tratar uma doenca ou distur-
bio.

213. BRNA crispr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 137-163, caracterizado pelo fato de que € para uso na prepa-
racdo de medica para o tratamento de uma doenca ou disturbio.

214. BRNA tracr de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 164-189, caracterizado pelo fato de que € para uso na prepa-

racdo de um medicamento para tratar uma doenca ou disturbio.
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215. RNA crispr de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 137-163 em combinacao com crBNA de qualquer uma das
reivindicacbes 164-189, caracterizado pelo fato de que é para uso na
preparacao de um medicamento para o tratamento de uma doenga ou
disturbio.

216. Formulacdo farmacéutica de acordo com a reivindica-
cao 208, caracterizada pelo fato de que € para uso na preparacao de

um medicamento para tratar uma doenca ou disturbio.
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Edicdo dde figado — todos mods TTR
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RESUMO
Patente de Invencédo: "RNAS GUIAS MODIFICADOS".
Esta descricdo refere-se a RNAs guias simples e duplos
modificados tendo atividade in vitro e in vivo melhorada em métodos

de edigcao de gene.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

F 656 A3BA35B3IDS8 24

Campo 2

328 C87 7ECT7BF2AG94

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: P240839 ListSeq.txt
- Data de Geracao do Cdédigo: 04/06/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 12:22:50
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. F656A3BA35B3D824
- Campo 2: 328C877EC7BF2A94
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