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(57) Resumo: Esta divulgacéo refere-se ao campo de caudas poliadeniladas (poli-A). Em algumas modalidades, um DNA codifica
uma cauda poli-A localizada 3' para nucleotideos codificando uma proteina de interesse, em que a cauda poli-A compreende um
ou mais nucleotideos de nédo adenina.
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"ACIDOS NUCLEICOS ESTABILIZADOS CODIFICANDO
ACIDO RIBONUCLEICO MENSAGEIRO (MRNA)".
[001] Esta descricdo se refere ao campo do acido ribonucleico
mensageiro estabilizado (MRNA) e do DNA codificando 0 mRNA
estabilizado.
FUNDAMENTOS
[002] A poliadenilacdo € o processo de adicionar varios
nucleotideos de adenina a extremidade 3' de um RNA mensageiro
(mRNA), formando uma cauda poli-A. A cauda poli-A consiste em
multiplos nucleotideos de adenina repetidos, como adenosina
monofosfatos, sem que outras bases interrompam a sequéncia. A cauda
poli-A € critica para a exportacao, traducdo e estabilidade nuclear do
MRNA. Na natureza, como 0 mRNA é produzido a partir do DNA, uma
transferase terminal adiciona nucleotideos de adenina a extremidade 3'
do mRNA. Este processo enzimatico pode ser aplicado ao produzir
MRNA ex vivo, mas o processo € dificil de controlar e resulta em caudas
poli-A de diferentes comprimentos. Ao codificar uma cauda poli-A no
plasmideo, € possivel diminuir a heterogeneidade na cauda poli-A. No
entanto, ndo elimina a heterogeneidade e possui desvantagens
adicionais, como a potencial instabilidade do plasmideo.
[003] A cauda poli-A atua como o sitio de ligacdo da proteina de
ligacdo ao poli-A. A proteina de ligacédo ao poli-A auxilia na exportacéo
de mRNA do nucleo, na traducdo e na inibicdo da degradacdo do
MRNA. Na auséncia de exportacdo do nudcleo, os mRNAs séo
tipicamente degradados pelo exossomo. A proteina de ligacdo ao poli-
A recruta as proteinas necessarias para a traducéao.
[004] O mRNA agora esta sendo usado como uma molécula
terapéutica, por exemplo, para o tratamento de varias doencas e
disturbios. O mRNA é distribuido a um sujeito em vez da proteina, de

modo que as células do sujeito produzam a proteina codificada pelo
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MRNA dentro da célula. Para estes e outros fins, 0 mRNA pode ser
preparado via transcricdo de um modelo de DNA, frequentemente
contido em um plasmideo. Durante a producdo de mRNA, a cauda poli-
A pode ser adicionada enzimaticamente ao mRNA ap0s a transcricdo
de um plasmideo ou codificada no préprio plasmideo. Quando a cauda
poli-A é codificada em um plasmideo, a cauda poli-A pode se tornar
mais curta (ou seja, perder nucleotideos de adenina) ao longo dos ciclos
de replicacdo do DNA do plasmideo, levando potencialmente a grandes
variagdes no DNA resultante e na populacdo de mRNA subsequente.
Assim, existe uma necessidade na técnica de conceber plasmideos
codificando caudas poli-A que sejam estaveis e resistentes a perda
gradual de nucleotideos codificando nucleotideos de poli-A adenina
durante a replicacdo do DNA.

SUMARIO

[005] Sdo divulgadas aqui codificacdo de DNA e mRNA
compreendendo caudas poli-Adeniladas (poli-A) compreendendo
nucleotideos de adenina consecutivos localizados 3' para nucleotideos
codificando uma proteina de interesse, em que a cauda poli-A é
estabilizada através da insercdo de "ancoras" de nucleotideo nao
adenina.

[006] Como utilizado neste documento, o termo "cauda poli-A"
refere-se a uma cauda poli-A em uma molécula de mRNA ou uma
sequéncia codificando uma cauda poli-A dentro de um plasmideo de
DNA. Uma cauda poli-A pode ser codificada por uma sequéncia de DNA
complementar dentro de um plasmideo. Uma sequéncia de
nucleotideos de timina (T) de repeticdo em uma sequéncia de DNA, por
exemplo, uma sequéncia de homopolimero T, pode codificar uma cauda
poli-A em um mRNA. Duas ou mais adenosinas consecutivas (por
exemplo, adenosina ou desoxiadenosina), timidina ou outros

nucleotideos sdo chamados homopolimeros. As caudas poli-A de
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ocorréncia natural compreendem sequéncias longas e ininterruptas de
homopolimero A.

[007] As ancoras de nucleotideo ndo adenina aqui divulgadas
interrompem a cauda poli-A em intervalos regulares ou irregulares e
estabilizam o DNA codificando a cauda poli-A, bem como o0 mRNA
produzido a partir do DNA. Ancoras de nucleotideo nZo adenina
exemplificativas s&o fornecidas na Tabela 4. Uma sequéncia de ancora,
por exemplo, é adjacente a duas sequéncias de homopolimeros de
nucleotideo de adenina dentro da cauda poli-A.

[008] Em algumas modalidades, uma composicdo de DNA
compreendendo nucleotideos codificando uma cauda poli-Adenilada
(poli-A) localizada 3' para nucleotideos codificando uma proteina de
interesse, em que a cauda poli-A compreende pelo menos 8
nucleotideos de adenina (A) consecutivos e um ou mais nucleotideos
nao adenina (A) esta incluida.

[009] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo
menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 ou
90 nucleotideos de adenina consecutivos.

[0010] Em alguns casos, 0s um ou mais nucleotideos ndo adenina
impedem a perda de um ou mais nucleotideos de adenina durante a
replicacdo de DNA, em comparacao com a perda que ocorre em um
DNA compreendendo uma cauda 3' de um mesmo comprimento ou
similar que contém apenas nucleotideos de adenina.

[0011] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos néo
adenina séo posicionados para interromper os nucleotideos de adenina
consecutivos, de modo que uma proteina de ligacdo de poli(A) possa
ligar a um trecho de nucleotideos de adenina consecutivos.

[0012] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo
menos 50 nucleotideos de adenina no total.

[0013] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende 40-
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500 nucleotideos de adenina no total.
[0014] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende 95-100

nucleotideos de adenina no total.

[0015] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96 ou 97 nucleotideos de adenina no total.
[0016] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou

contém 96 ou 97 nucleotideos de adenina no total.

[0017] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos ndo adenina.

[0018] Em algumas modalidades, o(s) nucleotideo(s) né&o
adenina(s) estd localizado ap6s pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12
nucleotideos adenina consecutivos.

[0019] Em alguns casos, 0s um ou mais nucleotideos ndo adenina
estdo localizados apos pelo menos 8-50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

[0020] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos nao
adenina estéo localizados apos pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50
nucleotideos de adenina consecutivos.

[0021] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos néao
adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A tem um ou mais nucleotideos nao

adenina ou um ou mais trechos consecutivos de 2-10 nucleotideos ndo
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adenina espacados irregularmente em qualquer lugar ao longo do
comprimento da cauda poli-A, em que em algum lugar ao longo do
comprimento de Na cauda poli-A existem pelo menos 8 adeninas
consecutivas. Por exemplo, uma cauda poli-A pode ter 70-1000
nucleotideos de comprimento e ter qualquer nimero de ndo adeninas
(isoladas ou agrupadas) espacadas irregularmente ao longo do
comprimento, desde que haja um ou mais trechos de pelo menos 8
adeninas consecutivas.

[0022] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo n&o adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

[0023] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos néo
adenina a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

[0024] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 8-
50 nucleotideos de adenina consecutivos.

[0025] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende ou contém 1,
2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49
ou 50 nucleotideos de adenina consecutivos.

[0026] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
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contém mais de um nucleotideo ndo adenina ou mais de um trecho
consecutivo de 2-10 nucleotideos como sequéncias de interrupcéo
espacadas irregularmente dentro da cauda poli-A.

[0027] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém mais de um nucleotideo ndo adenina ou mais de um trecho
consecutivo de 2-10 nucleotideos compreendendo pelo menos dois
nucleotideos ndo adenina espacados irregularmente dentro da cauda
poli-A.

[0028] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 12 nucleotideos de adenina consecutivos.

[0029] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos nao
adenina consecutivos a cada 16 nucleotideos de adenina consecutivos.
[0030] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos nao
adenina consecutivos a cada 25 nucleotideos de adenina consecutivos.
[0031] Em alguns casos, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 30 nucleotideos de adenina consecutivos.

[0032] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos nao
adenina consecutivos a cada 39 nucleotideos de adenina consecutivos.
[0033] Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina é
guanina, citosina ou timina. Em alguns casos, o nucleotideo nao
adenina é um nucleotideo guanina. Em algumas modalidades, o
nucleotideo ndo adenina é um nucleotideo de citosina. Em algumas
modalidades, o nucleotideo ndo adenina € um nucleotideo de timina.
[0034] Em alguns casos, onde mais de um nucleotideo ndo adenina

esta presente, o nucleotideo ndo adenina pode ser selecionado de: a)
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nucleotideos de guanina e timina; b) nucleotideos de guanina e citosina;
c) nucleotideos de timina e citosina; ou d) nucleotideos de guanina,
timina e citosina.

[0035] Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina
consiste em um nucleotideo ndo adenina selecionado de guanina,
citosina e timina.

[0036] Em alguns casos, 0s nucleotideos ndo adenina
compreendem dois nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou
mais de guanina, citosina e timina.

[0037] Em algumas modalidades, os nucleotideos nédo adenina
compreendem trés nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou

mais de guanina, citosina e timina.

[0038] Os nucleotideos de adenina podem ser adenosina
monofosfato.
[0039] Em algumas modalidades, a proteina codificada pelo mMRNA

€ uma proteina terapéutica. Em alguns casos, a proteina € uma citocina,
guimiocina, fator de crescimento, Cas9 ou Cas9 modificado.

[0040] Em algumas modalidades, o mRNA codificado por qualquer
um dos DNAs descritos aqui é abrangido.

[0041] Em algumas modalidades, o DNA esta dentro de um vetor.
O vetor pode estar dentro de uma célula hospedeira, incluindo células
de insetos, bactérias ou mamiferos (por exemplo, seres humanos).
[0042] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos nao
adenina previnem perda de nucleotideos codificando a cauda poli-A
dentro do vetor durante crescimento da célula hospedeira, em
comparacdo com a perda que ocorre em um DNA compreendendo
nucleotideos codificando uma cauda poli-A de um mesmo comprimento
ou semelhante que contém apenas nucleotideos de adenina.

[0043] Os métodos de producdo de mRNA a partir de qualquer um

dos vetores de DNA aqui descritos sdo abrangidos compreendendo:
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linearizar o vetor a jusante da cauda poli-A; desnaturar o vetor
linearizado; e contatar o DNA desnaturado com uma RNA polimerase
na presenca de nucleotideos de guanina, citosina, uracil e adenina.

[0044] Em algumas modalidades, esta descri¢céo inclui um DNA que
compreende nucleotideos codificando uma cauda poli-Adenilada (poli-
A) localizada 3' para nucleotideos codificando uma proteina de
interesse, em que a cauda poli-A compreende uma primeira sequéncia
de homopolimero de pelo menos 8 nucleotideos de adenina (A)
consecutivos e uma sequéncia de interrupgdo compreendendos um ou
mais nucleotideos ndo-adenina (A). Em algumas dessas modalidades,
a cauda poli-A compreende ainda uma segunda sequéncia de
homopolimero de pelo menos nucleotideos de adenina (A)
consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende
trés ou mais sequéncias homopolimeéricas de pelo menos 8 nucleotideos
consecutivos de adenina (A). Em algumas modalidades, a primeira e/ou
sequéncia homopolimérica subsequente compreende pelo menos 10,
15, 20, 25, 30, 35 ou 40 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos ndo adenina
impedem a perda de um ou mais nucleotideos de adenina durante a
replicacdo de DNA, em comparacao com a perda que ocorre em um
DNA compreendendo uma cauda 3' de um mesmo comprimento ou
similar que contém apenas nucleotideos de adenina. Em algumas
modalidades, 0os um ou mais nucleotideos nao adenina sao
posicionados para interromper o0s nucleotideos de adenina
consecutivos, de modo que uma proteina de ligacdo de poli(A) possa
ligar a um trecho de nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo menos 50
nucleotideos de adenina no total. Em algumas modalidades, a cauda
poli-A compreende 40-1.000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600, 40-500,
40-400, 40-300, 40-200 ou 40-100 nucleotideos de adenina no total. Em
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algumas modalidades, a cauda poli-A compreende 95-100 nucleotideos
de adenina no total. Em algumas modalidades, a cauda poli-A
compreende ou contém 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96 ou 97 nucleotideos de
adenina no total. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende
ou contém 96 ou 97 nucleotideos de adenina no total. Em algumas
modalidades, a uma ou mais sequéncia de interrup¢gdo compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos ndo adenina. Em algumas modalidades, a uma ou mais
sequéncias de interrupcdo compreendem ou contém um nucleotideo
nao adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos que inclui
dois ou mais nucleotideos nao adenina. Em algumas modalidades, o(s)
nucleotideo(s) ndo adenina(s) esta localizado apos pelo menos 8, 9, 10,
11 ou 12 nucleotideos adenina consecutivos. Em algumas
modalidades, o um ou mais nucleotideos ndo adenina esta localizado
apos pelo menos 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos ndo adenina estéao
localizados apos pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

[0045] Em algumas modalidades, como descrito no paragrafo
anterior, a sequéncia de interrupcdo € uma sequéncia de interrupcéo de
trinucleotideo, dinucleotideo ou mononucleotideo. Em algumas tais
modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um nucleotideo
ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos néo
adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos ndo adenina a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
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38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de
adenina consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A
compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4
ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50
nucleotideos de adenina consecutivos. Em algumas modalidades, a
cauda poli-A compreende ou contém mais que um nucleotideo néo
adenina ou mais que um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos nao
adenina. Em algumas modalidades, o mais que um nucleotideo nao
adenina ou mais que um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos nao
adenina sdo espacados irregularmente dentro da cauda poli-A. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 12 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 16 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 25 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 30 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo nao adenina ou 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 39 nucleotideos de adenina consecutivos. Em

algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina é guanina, citosina ou
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timina. Em algumas modalidades, o nucleotideo ndo adenina € um
nucleotideo de guanina. Em algumas modalidades, o nucleotideo néo
adenina é um nucleotideo de citosina. Em algumas modalidades, o
nucleotideo ndo adenina é um nucleotideo de timina. Em algumas
modalidades, o DNA compreende mais de um nucleotideo ndo adenina
selecionado de: (a) nucleotideos de guanina e timina; (b) nucleotideos
de guanina e citosina; (c) nucleotideos de timina e citosina; ou (d)
nucleotideos de guanina, timina e citosina. Em algumas modalidades
descritas acima, o nucleotideo ndo adenina consiste em um nucleotideo
ndo adenina selecionado de guanina, citosina e timina. Em algumas
modalidades, o0s nucleotideos n&o adenina compreendem dois
nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou mais de guanina,
citosina e timina. Em algumas modalidades, nucleotideos ndo adenina
compreendem trés nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou
mais de guanina, citosina e timina. Em algumas modalidades, os
nucleotideos de adenina sdo adenosina monofosfato. Em algumas
modalidades, a proteina € uma proteina terapéutica. Em algumas
modalidades, a proteina € uma citocina ou quimiocina. Em algumas
modalidades, a proteina é um fator de crescimento. Em algumas
modalidades, a proteina é Cas9 ou Cas9 modificada.

[0046] Esta descricdo também abrange um mRNA codificado pelo
DNA, como descrito nos paragrafos anteriores.

[0047] Em algumas modalidades, o DNA descrito nos paragrafos
anteriores também pode estar compreendido dentro de um vetor. Em
algumas modalidades, o vetor € compreendido dentro de uma célula
hospedeira. Em algumas modalidades, onde o DNA esta dentro de um
vetor, 0S um ou mais nucleotideos ndo adenina previnem perda de
nucleotideos codificando a cauda poli-A dentro do vetor durante
crescimento da célula hospedeira, em comparacdo com a perda que

ocorre em um DNA compreendendo nucleotideos codificando uma
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cauda poli-A de um mesmo comprimento ou semelhante que contém
apenas nucleotideos de adenina.

[0048] Esta descricdo também abrange métodos de producdo de
MRNA a partir dos vetores de DNA aqui descritos, compreendendo: (a)
linearizar o vetor a jusante da cauda poli-A; (b) desnaturar o vetor
linearizado; e (c) contatar o DNA desnaturado com uma RNA polimerase
na presenca de nucleotideos de guanina, citosina, uracil e adenina.
LEGENDAS DAS FIGURAS

[0049] A FIG. 1 mostra uma sequéncia codificando uma cauda poli-
A que contém apenas adenosinas com comprimento decrescente ao
longo de ciclos de crescimento. Cada clone refere-se a um DNA gerado
por ciclos sucessivos de crescimento/purificacéo de células hospedeiras
gue expressam o plasmideo codificando os clones.

[0050] A FIG 2 mostra a retencdo do tamanho de uma cauda poli-A
compreendendo nucleotideos ndo adeninas ao longo de 2 passagens
de crescimento.

[0051] A FIG 3 mostra os niveis de fosfatase alcalina embrionaria
secretada (SEAP) medidos em um ensaio de mRNA de Cas9 usando
MRNA de Cas9 com uma cauda poli-A contendo apenas adenosinas ou
MRNA de Cas9 com uma cauda poli-A compreendendo nucleotideos
nao adenina e RNA Unico guia direcionado para SEAP (SEQ ID NO: 8).
[0052] A FIG 4 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP medida
em um ensaio de mRNA de Cas9 usando o mRNA de Cas9 com uma
cauda poli-A contendo apenas adenosinas ou mMRNA de Cas9 com uma
cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina e RNA de guia
anico direcionado a SEAP (SEQ ID NO: 8) com uma incubacédo de 24
horas.

[0053] A FIG 5 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP medida
em um ensaio de mRNA de Cas9 usando o mRNA de Cas9 com uma

cauda poli-A contendo apenas adenosinas ou mRNA de Cas9 com uma

Peticaio 870200044782, de 08/04/2020, pég. 15/103



13/77

cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina e RNA de guia
unico direcionado a SEAP (SEQ ID NO: 8) com uma incubacédo de 48
horas.

[0054] A FIG 6 mostra os niveis séricos de transtirretina (TTR) em
camundongos 7 dias apés dosagem de um tampdo de solucdo de
transformacdo e armazenamento de controle (TSS) ou dosagem de
nanoparticulas liquidas (LNP) formuladas com o RNA de guia Unico da
SEQ ID NO: 9 (direcionado ao gene TTR de camundongo) e um mRNA
codificado pela SEQ ID NO: 6 (HiCas9 mRNA) ou pela SEQ ID NO: 7
(mRNA de poli-A interrompido).

[0055] A FIG 7 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP medida
em um ensaio de mRNA de Cas9 usando o mRNA de Cas9 com uma
cauda poli-A contendo apenas adenosinas ou mRNA de Cas9 com uma
cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina e RNA de guia
unico direcionado a SEAP (SEQ ID NO: 8) com uma incubacéo de 48

horas.
DESCRICAO DETALHADA
[0056] Sédo divulgados aqui DNAs codificando uma cauda poli-

Adenilada localizada 3' para nucleotideos codificando uma proteina de
interesse, em que a cauda poli-A compreende um ou mais nucleotideos
nao adenina. Durante a replicacdo do DNA, o DNA codificando uma
cauda poli-A compreendendo um ou mais nucleotideos ndo adenina
pode mostrar perda menos gradual de nucleotideos adenina dentro da
cauda poli-A em comparagcdao com as caudas poli-A que consistem
apenas em nucleotideos de adenina. Assim, sdo fornecidos plasmideos
compreendendo DNA codificando uma cauda poli-A compreendendo
um ou mais nucleotideos ndo adenina. O mRNA codificado por esse
DNA também ¢é abrangido. Tanto o DNA quanto o RNA podem exibir
maior estabilidade contra a perda processativa de nucleotideos de

adenina do que moléculas semelhantes compreendendo caudas poli-A
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nao interrompidas.

[0057] A proteina de interesse pode ser qualquer proteina natural
ou ndo natural. Como utilizado neste documento, "proteina” refere-se a
gualquer sequéncia de aminoacidos consecutivos. Como tal, uma
proteina pode se referir a uma proteina que compreende a sequéncia
completa de aminoacidos de uma proteina de ocorréncia natural. Além
disso, uma proteina pode se referir a uma sequéncia de aminoacidos
gue compreende um fragmento de uma proteina completa. Uma
proteina pode ser uma sequéncia de ocorréncia natural, uma sequéncia
de ocorréncia natural com uma ou mais modificagées ou uma sequéncia
artificial que n&o ocorre na natureza.

[0058] A proteina de interesse pode ser de uso terapéutico em um
sujeito, ou esta proteina pode ser de uso em uma reacao bioquimica.
As proteinas terapéuticas incluem, por exemplo, fatores de crescimento,
antigenos para vacinas ou imuno-oncologia e enzimas, entre outros. As
proteinas terapéuticas podem ser de ocorréncia natural ou ser
modificadas. Em certas circunstancias, uma proteina modificada pode
ser uma proteina de fuséo.

[0059] Em algumas modalidades, a expressédo de uma proteina por
um MmRNA € para uso como tratamento de uma doenca. Em algumas
modalidades, a expressdo de uma proteina por um mRNA é para uso
como imunoterapia contra cancer, vacinacdo contra doencas
infecciosas, para induzir tolerancia a uma alergia do tipo I, como uma
terapia de substituicdo ou como um medicamento regenerativo (ver
Sergeeva OV et al., Biochemistry (Moscow) 81(7):709-722 (2016)).
[0060] Em algumas modalidades, as células dendriticas autdlogas
sdo transfectadas ex vivo com um mMRNA codificando antigeno
especifico da prostata (PSA) para modular a resposta imune da célula
T em sujeitos com cancer de prostata metastatico.

[0061] Em algumas modalidades, um mMRNA € uma vacina
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profilatica. Em algumas modalidades, um mRNA codifica para uma ou
mais proteinas antigénicas. Em algumas modalidades, a(s) proteina(s)
antigénica(s) é uma proteina viral. Em algumas modalidades, 0o mMRNA
faz com que as células do corpo produzam e expressem uma proteina
antigénica. Em algumas modalidades, o mMRNA causa a expresséo de
proteinas antigénicas sem perigo ou doenca ou propagacao entre
individuos. Em algumas modalidades, a expressdo de proteinas
antigénicas faz com que o sistema imunolégico de um sujeito produza
anticorpos. Em algumas modalidades, esses anticorpos podem
neutralizar um virus e prevenir infecces futuras apos a exposicao ao
virus. Em algumas modalidades, o mRNA é uma vacina profilatica para
uma doenca infecciosa. Em algumas modalidades, o0 mRNA é uma
vacina profilatica contra influenza, chikungunya, zika, citomegalovirus,
metapneumovirus humano (HMPV) ou virus da parainfluenza tipo 3
(PIV3). Em algumas modalidades, o mRNA é uma vacina profilatica
contra os subtipos de influenza H10 ou H7.

[0062] Em algumas modalidades, um mMRNA €& uma vacina
personalizada contra o cancer. Em algumas modalidades, um mRNA
inicia o sistema imunoldgico de um sujeito com cancer para reconhecer
células cancerigenas e montar uma resposta. Em algumas
modalidades, essa resposta é adaptada ao cancer ou tumor do paciente
individual. Em algumas modalidades, um mRNA codifica o0s
neoantigenos especificos de um paciente (proteinas Unicas com
mutacOes presentes no cancer ou tumor do paciente). Em algumas
modalidades, um mMRNA causa a expressdo de neoantigenos
especificos de um paciente. Em algumas modalidades, a expresséo de
neoantigenos provoca uma resposta imune especifica no paciente para
reconhecer e destruir células cancerigenas. Em algumas modalidades,
um mRNA é de uso como uma vacina personalizada contra o cancer.

Em algumas modalidades, um mRNA é (til como uma vacina
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personalizada contra o cancer, juntamente com um ou mais anticorpos
inibidores do ponto de verificagdo, como terapias anti-PD-1.

[0063] Em algumas modalidades, um mRNA é util para imuno-
oncologia intratumoral. Em algumas modalidades, a injecdo de um
MRNA em um tumor reduz os efeitos fora do alvo e/ou pode ser mais
potente em comparacdo com a administracdo sistémica. Em algumas
modalidades, 0 mMRNA causa a expressao de OX40L (CD252), o ligando
para CD134. Em algumas modalidades, 0 mRNA causa a expressao de
citocinas, como a interleucina 12 (IL-12).

[0064] Em algumas modalidades, um mRNA causa a expressao de
uma proteina para terapia localizada. Em algumas modalidades, um
MRNA causa a criacdo de mais vasos sanguineos e melhora o
suprimento de sangue em um tecido local. Em algumas modalidades,
0 mMRNA causa a expressao do fator de crescimento endotelial vascular
A (VEGF-A). Em algumas modalidades, a expresséo de VEGF-A é local
e transitoria. Em algumas modalidades, a expresséao local e transitoria
de VEGF-A é (til para tratamento de insuficiéncia cardiaca ou ap0s um
ataque cardiaco, de cicatrizacdo de feridas diabéticas ou de outras
doencas vasculares isquémicas.

[0065] Em algumas modalidades, um mRNA causa a expresséo de
uma proteina para terapia de substituicdo. Em algumas modalidades, a
proteina € a proteina-B surfactante.

[0066] Em algumas modalidades, um mRNA causa a expressao de
uma nuclease guiada por RNA, como endonuclease Cas associada a
CRISPR classe 2, por exemplo, Cas9/Csnl (Cas9). Uma sequéncia
Cas9 exemplificativa é UniProt Q99ZW2. Em algumas modalidades, a
proteina € uma Cas9 modificada ou uma proteina Cas9 fundida com
outra proteina ou peptideo funcional. As versdes modificadas do Cas9
com um dominio catalitico, RuvC ou HNH, que esta inativo séo

denominadas "nickases". Em algumas modalidades, as composicdes e
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métodos compreendem nickases. Em algumas modalidades, as
composicdes e métodos compreendem uma nickase Cas9 que induz
um corte em vez de uma quebra de fita dupla no DNA alvo.

[0067] Em algumas modalidades, a proteina Cas pode ser
modificada para conter apenas um dominio de nuclease funcional. Por
exemplo, a proteina Cas pode ser modificada de modo que um dos
dominios da nuclease seja mutado ou totalmente ou parcialmente
excluido para reduzir sua atividade de clivagem de acido nucleico. Em
algumas modalidades, uma nickase Cas € usada tendo um dominio
RuvC com atividade reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase
Cas é usada com um dominio RuvC inativo. Em algumas modalidades,
uma nickase Cas é usada tendo um dominio HNH com atividade
reduzida. Em algumas modalidades, uma nickase Cas € usada com um
dominio HNH inativo.

[0068] Em algumas modalidades, as proteinas Cas quimeéricas séo
codificadas pelo DNA, onde um dominio ou regido da proteina é
substituido por uma porcdo de uma proteina diferente. Em algumas
modalidades, um dominio de Cas nuclease pode ser substituido por um
dominio de uma nuclease diferente, como Fokl. Em algumas
modalidades, uma proteina Cas pode ser uma nuclease modificada.

I. DNA codificando caudas poli-A compreendendo nucleotideos
néo adenina

[0069] Como utilizado neste documento, uma "cauda poli-A" refere-
se a uma sequéncia compreendendo adenosinas ou outros
nucleotideos de adenina na extremidade 3' de um mRNA. Embora as
caudas poli-A naturais possam ser compostas apenas por nucleotideos
de adenina, uma "cauda poli-A" da presente invencéao é estabilizada por
uma ou mais "ancoras" de nucleotideos ndo adenina. Em algumas
modalidades, a cauda poli-A compreende pelo menos 8 nucleotideos de

adenina consecutivos e uma ou mais sequéncia de interrupcao
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compreendendo um nucleotideo ndo adenina. Por outras palavras, as
caudas poli-A da presente invencdo compreendem pelo menos 8
adeninas consecutivas, mas também compreendem um ou mais
nucleotideos ndo adenina nas sequéncias de interrupgdo ou ancora. As
sequéncias de interrupcao aqui divulgadas interrompem a cauda poli-A
em intervalos regulares ou irregulares e estabilizam o DNA codificando
a cauda poli-A, bem como o mRNA produzido a partir do DNA.
Sequéncias de interrupcao exemplificativas sao fornecidas na Tabela 4.
[0070] Como utilizado neste documento, "nucleotideos néo
adeninas” refere-se a nucleotideos naturais ou ndo naturais que nao
compreendem adenina. Os nucleotideos de guanina, timina e citosina
séo nucleotideos nao adenina exemplificativos.

[0071] As caudas poli-A nativas sdo adicionadas em um processo
de poliadenilacdo que comeca apos a transcricdo de um DNA no mRNA.
Nos métodos de biologia molecular, no entanto, as caudas poli-A séao
frequentemente codificadas por uma secdo de DNA dentro de um
plasmideo codificando uma proteina de interesse. Nesse caso, 0
tamanho da cauda poli-A (isto €, o numero de nucleotideos de adenina
compreendidos na cauda poli-A) é diretamente dependente do nimero
de nucleotideos de DNA no plasmideo codificando para esses
nucleotideos de adenina consecutivos.

[0072] O numero de nucleotideos de DNA codificando a cauda poli-
A pode diminuir gradualmente durante a replicacédo do DNA durante, por
exemplo, o crescimento do plasmideo em uma célula hospedeira.
Quando o numero de nucleotideos codificando adenina consecutivos
em um plasmideo diminui, o rendimento do plasmideo codificando a
cauda poli-A de comprimento total € reduzido e 0o mRNA resultante com
caudas poli-A mais curtas pode ter estabilidade reduzida e/ou
degradacao aumentada. Por exemplo, pode-se esperar que um mRNA

com uma cauda poli-A de 40 nucleotideos de adenina consecutivos
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tenha menor estabilidade do que um mMRNA com uma cauda poli-A de
90 ou mais nucleotideos. Por menor estabilidade, significa que um
MRNA pode ser degradado mais rapidamente e, consequentemente, a
expressao de uma proteina alvo é reduzida a partir de um mRNA com
uma cauda poli-A mais curta. Como tal, € benéfico manter o
comprimento de uma cauda poli-A dentro de um plasmideo de DNA
durante vérias rodadas de replicacdo de DNA dentro das células
hospedeiras. Além disso, a cauda poli-A pode ser importante para a
traducao, e a manutencao de uma cauda poli-A mais longa pode resultar
em melhor expressao da proteina do mRNA.

[0073] A inclusédo de um ou mais nucleotideos ndo adenina em uma
cauda poli-A localizada 3' nos nucleotideos codificando uma proteina de
interesse pode impedir a perda de um ou mais nucleotideos de adenina
durante a replicacdo do DNA, em comparacdo com a perda que ocorre
em um DNA compreendendo uma cauda poli-A 3' de comprimento
semelhante ou igual que contém apenas nucleotideos de adenina. A
presenca de uma cauda poli-A mais longa também pode melhorar a
eficiéncia da traducao de proteinas de um mRNA.

A. Nucleotideos de adenina

[0074] O numero de nucleotideos de adenina consecutivos em uma
cauda poli-A desta invencédo €é projetado para permitir que a proteina de
ligacdo a poli-A se ligue as adenosinas consecutivas. Como utilizado
neste documento, "proteina de ligacédo a poli-A", "proteina de ligacéo a
poli A" ou "proteina de ligacéo a poliadenilato” refere-se a uma proteina
gue se liga a uma cauda poli-A de um mRNA. Uma proteina de ligacdo
a poli-A pode funcionar para regular a iniciacdo da traducao. Ao se ligar
as caudas poli-A, uma proteina de ligacdo a poli-A pode protegé-las da
uridilagdo por ZCCHC6/ZCCHC11 e, portanto, contribuir para a
estabilidade do mRNA. Uma proteina de ligacdo a poli-A pode ser

localizada em granulos de ribonucleoproteina mensageira
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citoplasméatica (mMRNP) contendo mRNAs néo traduzidos que se
alternam entre o citoplasma e o nucleo. Uma proteina de ligacao a poli-
A exemplificativa € PABPC1 (Numero de Referéncia Uniprot: P11940).
O DNA da presente invencao pode codificar nucleotideos de adenina
consecutivos suficientes, de modo que, quando transcritos no mRNA,
uma ou mais proteinas de ligacdo a poli-A retém a capacidade de se
ligar & cauda poli-A. Uma &ancora de nucleotideo ndo adenina de
interrupcéo é colocada apos esse numero funcional de nucleotideos de
adenina consecutivos.

[0075] Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos ndo
adenina séo posicionados para interromper os nucleotideos de adenina
consecutivos, de modo que uma proteina de ligacéo a poli-A possa se
ligar a um trecho de nucleotideos de adenina consecutivos (ou seja, um
homopolimero de nucleotideo de adenina ou "homopolimero A". Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo menos 8
nucleotideos de adenina consecutivos. Em algumas modalidades, os
pelo menos 8 nucleotideos de adenina consecutivos séo 8, 9, 10, 11
e/ou 12 nucleotideos consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda
poli-A compreende pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35 e/ou 40
nucleotideos de adenina consecutivos. Em algumas modalidades, a
cauda poli-A compreende pelo menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 e/ou 90 nucleotideos de adenina consecutivos.
Um homopolimero, por exemplo, em uma sequéncia de RNA poli-A,
pode compreender pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35 ou 40 nucleotideos de adenosina
consecutivos. Um homopolimero, por exemplo, em uma sequéncia de
plasmideo codificando a cauda poli-A, pode compreender pelo menos
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35
ou 40 nucleotideos de timidina consecutivos. Em algumas

modalidades, a cauda poli-A compreende duas ou mais sequéncias de
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homopolimeros A de comprimentos diferentes, por exemplo, as
sequéncias de interrupcdao na cauda poli-A sdo espacadas
irregularmente. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende
sequéncias de interrupcdo espacadas regularmente e dois ou mais
homopolimeros do mesmo comprimento.

[0076] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende uma
primeira sequéncia de homopolimero de pelo menos 8 nucleotideos de
adenina consecutivos, uma segunda sequéncia de homopolimero de
pelo menos 5 nucleotideos de adenina consecutivos e uma ancora
compreendendo um ou mais nucleotideos nédo adenina.

[0077] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende um
ou mais conjuntos de 8 a 50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende um ou mais
conjuntos de 8 a 100 nucleotideos de adenina consecutivos. Para
caudas poli-A com varios conjuntos de nucleotideos de adenina
consecutivos, isto €, varias sequéncias de homopolimeros, cada
conjunto de nucleotideos de adenina ndo precisa ter o mesmo
comprimento.

[0078] Além do numero de nucleotideos de adenina consecutivos,
uma cauda poli-A também pode ser caracterizada pelo niamero de
nucleotideos de adenina total. O numero total de nucleotideos de
adenina é simplesmente a soma de todos os nucleotideos de adenina
em uma cauda poli-A. Todos os nucleotideos de adenina em diferentes
grupos de agrupamentos consecutivos ou ndo consecutivos de
nucleotideos de adenina seriam, portanto, incluidos no numero total de
nucleotideos de adenina em uma cauda poli-A.

[0079] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende 40-
50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-110, 110-120, 120-130,
130-140, 140-150, 150-160, 160-170, 170-180, 180-190, 190-200, 200-
210, 210-220, 220-230, 230-240, 240-250, 250-260, 260-270, 270-280,
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280-290, 290-300, 300-310, 310-320, 320-330, 330-340, 340-350, 350-
360, 360-370, 370-380, 380-390, 390-400, 400-410, 410-420, 420-430,
430-440, 440-450, 450-460, 460-470, 470-480, 480-490, 490-500, 500-
510, 510-520, 520-530, 530-540, 540-550, 550-560, 560-570, 570-580,
580-590, ou 590-600 nucleotideos de adenina no total. Em algumas
modalidades, a cauda poli-A compreende uma ou mais sequéncias de
homopolimeros A de pelo menos 8, 9, 10, 12, 25, 30, 50 nucleotideos
de comprimento.

[0080] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende 40-
1.000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600, 40-500, 40-400, 40-300, 40-200
ou 40-100 nucleotideos de adenina no total.

[0081] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo
menos 40 nucleotideos de adenina no total. Em algumas modalidades,
a cauda poli-A compreende pelo menos 50 nucleotideos de adenina no
total. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende pelo menos
40, 50, 60, 70 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 220, 240, 260, 280 ou 300 nucleotideos de adenina.

[0082] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96 ou 97 nucleotideos de adenina no total.
Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 96 ou
97 nucleotideos de adenina no total.

[0083] Em algumas modalidades, os nucleotideos de adenina séo
adenosina monofosfato. Os nucleotideos podem ser modificados.

B. Sequéncias de interrupcdo compreendendo nucleotideos
néo adenina

[0084] Os nucleotideos ndo adeninas da presente invencao podem
compreender ou consistir em nucleotideos naturais ou ndo naturais,
como guanina, citosina ou timina. Os nucleotideos podem ser
modificados.

[0085] Em algumas modalidades, uma cauda poli-A compreende
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um nucleotideo ndo adenina em uma cauda poli-A que, de outra forma,
consiste apenas em nucleotideos de adenina. O nucleotideo nédo
adenina pode interromper uma sequéncia de nucleotideos de adenina.
O um nucleotideo ndo adenina pode ser selecionado de guanina,
citosina e timina. Em algumas modalidades, o um nucleotideo nao
adenina é um nucleotideo de guanina. Em algumas modalidades, o um
nucleotideo ndo adenina é um nucleotideo de citosina. Em algumas
modalidades, o um nucleotideo ndo adenina é um nucleotideo de timina.
A sequéncia de interrupcdo pode ser uma sequéncia mononucleotidica,
dinucleotidica, trinucleotidica. A sequéncia de interrupcdo pode
compreender 1, 2, 3, 4, 5 ou mais nucleotideos n&do adenina e pode ter
1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 ou mais nucleotideos de comprimento.

[0086] Em algumas modalidades, um uUnico nucleotideo néo
adenina pode interromper conjuntos ou grupos de nucleotideos adenina
consecutivos. O um nucleotideo ndo adenina pode ser posicionado para
interromper nucleotideos de adenina consecutivos de tal maneira que
uma proteina de ligacdo a poli-A possa se ligar a um trecho de
nucleotideos de adenina consecutivos.

[0087] Em algumas modalidades, ha mais de um nucleotideo nao
adenina em uma cauda poli-A. O mais de um nucleotideo ndo adenina
pode ser posicionado para interromper nucleotideos de adenina
consecutivos de tal maneira que uma proteina de ligacéo a poli-A possa
se ligar a um trecho de nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, os nucleotideos ndo adenina sao intercalados
entre mais de um conjunto de nucleotideos adenina consecutivos, com
0 numero de nucleotideos adenina em cada série de nucleotideos
adenina consecutivos sendo suficientes para permitir a ligacdo de uma
proteina de ligacdo poli-A.

[0088] Os nucleotideos ndo adenina podem estar em trechos de

mais que um nucleotideo ndo adenina. Os nucleotideos ndo adenina
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podem estar em trechos de 2-10 nucleotideos consecutivos que
compreendem um ou mais nucleotideos nédo adenina. Os nucleotideos
ndo adeninas podem estar em sequéncias de interrupcdo que sédo
intercaladas entre mais de um conjunto de nucleotideos adenina
consecutivos, por exemplo, mais de uma sequéncia homopolimérica A.
Em algumas modalidades, o nimero de nucleotideos ndo adenina
consecutivos pode ser um, dois, trés, quatro ou cinco. Em algumas
modalidades, h& trechos consecutivos de 2-10 nucleotideos ndao
adenina. Em algumas modalidades, ha trechos consecutivos de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos nao
adenina.

[0089] Os nucleotideos ndo adenina consecutivos podem ser mais
de um mesmo nucleotideo ou o0s nucleotideos n&o adenina
consecutivos podem ser diferentes um do outro. Por exemplo, os
nucleotideos ndo adenina podem ser mais de um nucleotideo guanina,
citosina ou timina. Os nucleotideos ndo adenina também podem ser
nucleotideos de guanina e timina; nucleotideos de guanina e citosina;
nucleotideos de timina e citosina; ou nucleotideos de guanina, timina e
citosina. Os nucleotideos ndo adenina podem compreender dois
nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou mais de guanina,
citosina e timina. O nucleotideo ndo adenina pode compreender trés
nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou mais de guanina,
citosina e timina. O nucleotideo ndo adenina pode compreender mais
de trés nucleotideos ndo adenina selecionados de um ou mais de
guanina, citosina e timina. A cauda poli-A pode compreender
nucleotideos de adenina entre nucleotideos ndo adenina em intervalos
regulares ou irregulares. Por exemplo, pode-se ver a cauda poli-A como
tendo um padréo, onde o padrdo é regular ou irregular. A chave para o
padrdo € a presenca de um ou mais nucleotideos ndo adenina em

qualquer lugar da cauda poli-A, desde que haja pelo menos 8 adeninas
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consecutivas em qualquer lugar ao longo do comprimento. Em algumas
modalidades, um poli-A pode compreender um trecho de pelo menos 8
nucleotideos de adenina consecutivos em qualquer lugar ao longo do
comprimento, onde 0s nucleotideos de adenina sdo "interrompidos" em
gualquer lugar ap6s 8 ou mais adeninas com um ou mais nucleotideos
ndo adenina. A sequéncia de interrupcdo pode ser um nucleotideo néo
adenina ou 2 a 10 nucleotideos consecutivos, opcionalmente
compreendendo pelo menos dois nucleotideos ndo adenina. Cada um
ou trecho consecutivo de nucleotideos compreendendo pelo menos dois
nucleotideos ndo adenina pode ser seguido por uma ou mais adeninas,
opcionalmente seguido por um ou mais nucleotideos ndo adenina,
opcionalmente seguido por um ou mais de um nucleotideo de adenina
e assim por diante até a extremidade da cauda poli-A. Este padréo de
nucleotideos de adenina/nucleotideos ndo adenina pode se repetir em
intervalos regulares ou irregulares. Alternativamente, pode ndo haver
padréo, tal como onde existe apenas um ou um trecho consecutivo de
2-10 nucleotideos, opcionalmente compreendendo pelo menos dois
nucleotideos ndo adenina ao longo de todo o comprimento de poli-A.
Il. Padrbes exemplificativos de nucleotideos de adenina e néo
adenina em caudas poli-A

[0090] As caudas poli-A desta invencdo podem compreender ou
consistir em varios padrdes diferentes de sequéncias de interrupc¢ao,
como nucleotideos de adenina consecutivos e um ou mais nucleotideos
nao adenina.

[0091] Uma cauda poli-A pode comecar com um ou uma seérie de
nucleotideos de adenina consecutivos seguidos por um nucleotideo néo
adenina. Uma cauda poli-A que comec¢a com uma série de nucleotideos
de adenina significa que a extremidade 5' da cauda poli-A consiste em
um ou uma série de nucleotideos de adenina consecutivos com um ou

mais nucleotideos ndo adenina que vém apOs o0s nucleotideos de
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adenina consecutivos. "Depois" significa que o0s nucleotideos nao
adenina estédo 3' para uma série de nucleotideos adenina consecutivos.
[0092] Em algumas modalidades, a extremidade 5' da cauda poli-A
pode consistir em uma série de nucleotideos de adenina consecutivos
seguidos por um ou mais nucleotideos ndo adenina. Em algumas
modalidades, um ou mais nucleotideo(s) ndo adenina(s) esta(éo)
localizado(s) apo6s pelo menos 8, 9, 10, 11 ou 12 nucleotideos adenina
consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou mais nucleotideos
ndo adenina esta localizado apés pelo menos 8-50 nucleotideos de
adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o um ou mais
nucleotideos n&o adenina esta localizado apo0s pelo menos 8-100
nucleotideos de adenina consecutivos. Em algumas modalidades, o
nucleotideo ndo adenina esta apos um, dois, trés, quatro, cinco, seis ou
sete nucleotideos de adenina e € seguido por pelo menos 8
nucleotideos de adenina consecutivos.

[0093] Em algumas modalidades, a extremidade 5' da cauda poli A
consiste em um a oito nucleotideos de adenina seguidos por um ou mais
nucleotideos ndo adenina. Em tais modalidades, os nucleotideos nao
adenina sdo seguidos por mais nucleotideos de adenina. Os
nucleotideos de adenina que seguem 0 um ou mais nucleotideos ndo
adenina compreendem pelo menos 8 nucleotideos de adenina antes de
outro nucleotideo ndo adenina.

[0094] A faixa de tamanho de um grupo de nucleotideos de adenina
consecutivos que inicia a cauda poli-A pode variar. Em algumas
modalidades, a extremidade 5' da cauda poli-A consiste em 1, 2, 34, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, ou 100
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nucleotideos de adenina consecutivos. Quando o primeiro nucleotideo
ndo adenina cai apd6s 1-7 nucleotideos de adenina, a cauda poli-A
compreende ainda um trecho de pelo menos 8 nucleotideos de adenina
apo6s o nucleotideo ndo adenina.

[0095] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos nao
adenina estao localizados apés pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50
nucleotideos de adenina consecutivos.

[0096] A cauda poli-A pode terminar com um trecho de nucleotideos
ndo adenina na extremidade 3'. O numero de nucleotideos ndo adenina
na extremidade 3' da cauda poli-A pode ser 1, 2, 3,4,5,6,7,8,90u10
nucleotideos ndo adenina. Alternativamente, a extremidade 3' da cauda
poli-A pode consistir em um ou mais nucleotideos de adenina.

[0097] A cauda poli-A da presente invencéo pode compreender uma
sequéncia de nucleotideos de adenina consecutivos seguidos por um
ou mais nucleotideos ndo adenina, opcionalmente seguidos por
nucleotideos de adenina adicionais. A cauda poli-A da presente
invencdo também pode compreender mais de uma sequéncia de
nucleotideos de adenina consecutivos interrompidos por um ou mais
nucleotideos ndo adenina. A sequéncia de nucleotideos de adenina
consecutivos pode ser pelo menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de
adenina consecutivos. O numero de nucleotideos ndo adenina em uma
sequéncia de interrupcdo pode ser 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10
nucleotideos ndo adenina.

[0098] Uma cauda poli-A da invencédo também pode compreender
mais de uma série de nucleotideos de adenina consecutivos que sdo

interrompidos ou intercalados com nucleotideos ndo adenina. O
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comprimento da sequéncia de interrup¢cao pode ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9 ou 10 nucleotideos. O comprimento da sequéncia de interrupcéo
pode ser 1-3, 1-5, 1-10, 2-10, 2-8, 2-6 ou 2-5 nucleotideos. As caudas
poli-A da invencdo podem compreender mais de um conjunto de
nucleotideos de adenina consecutivos e uma sequéncia de interrup¢ao
compreendendo um nucleotideo ndo adenina ou mais de um trecho
consecutivo de 2-10 nucleotideos ndo adenina entre cada conjunto de
nucleotideos de adenina consecutivos. As caudas poli-A da invencgao
podem compreender mais de um conjunto de nucleotideos de adenina
consecutivos e um nucleotideo ndo adenina ou mais de um trecho
consecutivo de 2-10 nucleotideos compreendendo pelo menos dois
nucleotideos ndo adenina entre cada conjunto de nucleotideos de
adenina consecutivos. As caudas poli-A da invencdo podem
compreender mais de um conjunto de nucleotideos de adenina
consecutivos e uma ou mais sequéncias de interrupcdo, cada uma
compreendendo um ou mais nucleotideos ndo adenina. Os conjuntos
podem cada um compreender 0 mesmo ou diferente nimero de
nucleotideos de adenina. Em modalidades com varios conjuntos de
nucleotideos de adenina consecutivos, cada conjunto de nucleotideos
de adenina consecutivos pode ter comprimento suficiente para permitir
a ligacdo de uma proteina de ligacéo a poli-A.

[0099] Em algumas modalidades, um ou mais nucleotideos néo
adenina é uma sequéncia de interrupcdo localizada em intervalos
regulares com a cauda poli-A. Por intervalos regulares, entende-se que
um namero definido de nucleotideos de adenina consecutivos é seguido
por nucleotideos ndo adenina de maneira repetida.

[00100] Em algumas modalidades, um ou mais nucleotideos néo
adenina estao localizados em intervalos irregulares com a cauda poli-A.
Por intervalos irregulares, entende-se que um numero definido de

nucleotideos de adenina consecutivos é seguido por nucleotideos ndo
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adenina seguidos por outro conjunto de nucleotideos de adenina
consecutivos que compreendem um numero diferente de adeninas que
0 primeiro conjunto.

[00101] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos nao adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina
consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos ndo adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina
consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos ndo adenina a cada 8-100 nucleotideos de adenina
consecutivos. Em algumas tais modalidades, a cauda poli-A
compreende ou contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho
consecutivo de 2-10 nucleotideos ndo adenina a cada 8-100
nucleotideos de adenina consecutivos.

[00102] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos néo
adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos néo
adenina a cada 8-50 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um
nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos néo
adenina a cada 8-100 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém um

nucleotideo nao adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
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nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos nao
adenina a cada 8-100 nucleotideos de adenina consecutivos.

[00103] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo um nucleotideo ndo adenina a cada 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina consecutivos.

[00104] Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou
contém um nucleotideo ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10
nucleotideos compreendendo pelo menos dois nucleotideos nao
adenina a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

[00105] Em algumas modalidades, o numero de nucleotideos néo
adenina pode ser 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos.
Em algumas modalidades, o numero de nucleotideos de adenina
consecutivos pode ser de 8 a 50 nucleotideos de adenina. Em algumas
modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5
nucleotideos nao adenina consecutivos a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50
nucleotideos de adenina consecutivos.

[00106] O numero de nucleotideos de adenina consecutivos em uma
cauda poli-A pode ser 12, 16, 25, 30 ou 39. O numero de nucleotideos
de adenina consecutivos também pode ser maior que 39. Em algumas
modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5
nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 12 nucleotideos de

adenina consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A
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compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 16 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4
ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 25 nucleotideos de
adenina consecutivos. Em algumas modalidades, a cauda poli-A
compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos ndo adenina
consecutivos a cada 30 nucleotideos de adenina consecutivos. Em
algumas modalidades, a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4
ou 5 nucleotideos ndo adenina consecutivos a cada 39 nucleotideos de
adenina consecutivos. O numero de nucleotideos n&do adenina
consecutivos também pode ser maior que 5.

[00107] Sequéncias de interrupcéo de trinucleotideos
exemplificativas incluem GCG, CCG, GTG, TGG, CGG, GGT, TAT,
CAT, CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC,
GAC, TAG, GTT, CTG e TTT. Existem 63 possiveis sequéncias de
interrupcdo de trinucleotideo e 36 sequéncias de interrupcdo de
trinucleotideo que omitem um terminal A. Em algumas modalidades, a
cauda poli-A compreende uma ou mais sequéncias de interrupcéo de
trinucleotideo escolhidas entre TGG, CGG, GGT, TAT, CAT, CGT, CTC
, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC, TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG, GTT,
CTG e TTT. Em algumas modalidades, a cauda poli-A compreende
multiplas sequéncias de interrupcdo projetadas para minimizar a
hibridacdo e o recozimento entre 3 ou mais nucleotideos dentro da
sequéncia codificando a cauda poli-A ou dentro da cauda poli-A. Em
certas modalidades, as sequéncias de interrupcdo que minimizam o
recozimento entre 3 ou mais nucleotideos sdo escolhidas das 34
sequéncias de interrup¢ao de trinucleotideos que omitem um terminal
A. Em algumas modalidades, as sequéncias de interrupcdo que
minimizam o recozimento entre 3 ou mais nucleotideos séo escolhidas
de TGG, CGG, GGT, TAT, CAT, CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC,
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CAC, TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG, GTT,CTG e TTT. Em algumas
modalidades, por exemplo, SEQ ID NO: 18, a cauda poli-A compreende
sequéncias de interrupcdo de di- e/ou trinucleotideos escolhidas entre
TGG, CGG, GGT, TAT, CAT, CGT, CTC, GAT, CCT, TGT, CGC, CAC,
TGC, TCG, TCT, CCC, GAC, TAG, GTT, CTG, TTT e CG. Em certas
modalidades, a cauda poli-A compreende sequéncias de interrupcéo de
trinucleotideo escolhidas entre GCG, CCG e GTG. Sequéncias de
interrupcdo de dinucleotideos exemplificativos incluem CG, GC, CC,
GG, TT, CT, TC, GT e TG. Existem 15 possiveis sequéncias de
interrupgcé@o de dinucleotideo e 9 dinucleotideos que nédo incluem um
terminal A. As sequéncias de interrupcdo de mononucleotideo podem
ser C, G e T. Observe que, com relacdo a qualquer sequéncia de
nucleotideo acima, quando se refere a uma sequéncia de RNA (como
um mRNA), em oposi¢cédo a uma sequéncia de DNA, T é substituido por
u.

[00108] Um versado na técnica seria capaz de projetar varios
padrbes diferentes de DNA codificando caudas poli-A com nucleotideos
de adenina consecutivos e um ou mais nucleotideos ndo adenina.
Algumas caudas poli-A exemplificativas compreendendo pelo menos 8
nucleotideos de adenina consecutivos e um ou mais nucleotideos de
adenina séao apresentadas, por exemplo, nas SEQ ID Nos: 1-5, 10, 11 e
18.

I11. Métodos de Uso

[00109] O DNA desta invencdo pode ser utilizado para a producao
de mRNA codificado pelo DNA. Em algumas modalidades, um mRNA é
codificado pelo DNA da invencao.

[00110] Em algumas modalidades, o DNA da invencao é preparado
para a producdo de mRNA. Em algumas modalidades, o DNA esta
dentro de um vetor. Em algumas modalidades, o vetor esta dentro de

uma célula hospedeira. Em algumas modalidades, um mRNA codificado
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pelo DNA desta invencéo € usado para traduzir a proteina de interesse
codificada pelo DNA.

[00111] Em algumas modalidades, os um ou mais nucleotideos néo
adenina impedem a perda de um ou mais nucleotideos de adenina
durante a replicacdo de DNA, em comparacdo com a perda que ocorre
em um DNA compreendendo uma cauda 3' de um mesmo comprimento
ou similar que contém apenas nucleotideos de adenina. A replicacdo do
DNA é uma etapa necessaria no crescimento do plasmideo para
purificagdo do DNA. Como tal, um plasmideo compreendendo o DNA
desta invencgdo codificando uma cauda poli-A compreendendo pelo
menos 8 nucleotideos de adenina consecutivos e um ou mais
nucleotideos ndo adenina pode mostrar estabilidade aprimorada ao
longo de mais um ciclo de crescimento e purificacdo do plasmideo, em
comparacéo a um plasmideo codificando uma cauda poli-A que consiste
apenas em nucleotideos de adenina.

[00112] Um plasmideo compreendendo o DNA desta invencéo
compreendendo uma sequéncia codificando uma cauda poli-A
compreendendo pelo menos 8 nucleotideos de adenina consecutivos e
um ou mais nucleotideos ndo adenina pode ter maior estabilidade
guando cultivado em uma célula hospedeira em comparacdo com um
plasmideo compreendendo um DNA compreendendo uma sequéncia
codificando uma cauda poli-A que consiste apenas em nucleotideos de
adenina consecutivos. Durante o crescimento da célula hospedeira que
expressa um plasmideo com uma sequéncia de DNA, uma sequéncia
de DNA codificando uma cauda poli-A que compreende nucleotideos de
adenina consecutivos e um ou mais nucleotideos ndo adenina pode ser
resistente a uma diminuicdo no comprimento do DNA codificando a
cauda poli-A em comparacdo com uma cauda poli-A que consiste
apenas em nucleotideos de adenina. Em algumas modalidades, um

plasmideo compreendendo um DNA codificando uma cauda poli-A
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compreendendo um ou mais nucleotideos ndo adenina impede a perda
de adeninas durante o crescimento de uma célula hospedeira em
comparacdo com um plasmideo compreendendo um DNA codificando
uma cauda poli-A compreendendo apenas nucleotideos de adenina.
[00113] Qualquer meio de crescimento e purificacdo de um vetor
conhecido por um versado na técnica pode ser usado para o
crescimento de uma célula hospedeira codificando um plasmideo. O
processo de crescimento e purificacdo de um vetor também pode ser
referido como preparacdo de plasmideo. As etapas padrédo da
purificacdo de plasmideo incluem crescimento de uma cultura
bacteriana, colheita e lise das bactérias e purificagdo do DNA de
plasmideo. Muitos kits estdo disponiveis em varios fabricantes para
purificar o DNA de plasmideo. A etapa de preparacdo do plasmideo
pode ser minipreparacédo (com rendimento esperado de 20 a 40 ug ou
50 a 100 ug de DNA do plasmideo), preparagéo intermediaria (com
rendimento esperado de 100 a 350 ug de DNA de plasmideo),
maxipreparacdo (com rendimento esperado de 500- 850 ug de DNA de
plasmideo), megapreparacao (com rendimento esperado de 1,5-2,5 mg
de DNA de plasmideo) ou gigapreparacédo (com rendimento esperado
de 7,5-10 mg de DNA de plasmideo). Para a producao terapéutica de
MRNA, os plasmideos podem ser produzidos em escalas de 100 mg, 1
g, 10 g ou mais. A estabilidade aumentada e a eficiéncia de replicacdo
de plasmideos codificando caudas poli-A com nucleotideos néo
adeninas, conforme descrito aqui, podem melhorar a consisténcia e a
eficiéncia dos plasmideos produzidos nessas escalas.

[00114] Em algumas modalidades, um método de producdo de
MRNA a partir de um vetor de DNA da presente invencéo € abrangido.
Em algumas modalidades, o método de producdo de mRNA a partir do
vetor de DNA compreende linearizar o vetor a jusante da cauda poli-A;

desnaturar o vetor linearizado; e entrar em contato com o DNA
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desnaturado com uma RNA polimerase na presenca de nucleotideos de
RNA, como guanina, citosina, uracil, adenina, ou versdo quimicamente
modificada de tais nucleotideos, como pseudouridina, N-1-metil
pseudouridina, metoxiuridina, entre outros. Residuos modificados,
como modificac6es de base, aclcar e cadeia principal de residuos de
nucleotideos, podem ser usados nos MRNAs, polinucleotideos e
métodos descritos aqui.

[00115] Esta descricdo e modalidades exemplificativas ndo devem
ser consideradas limitativas. Para os fins deste relatorio descritivo e
reivindicagdes anexas, a menos que indicado de outra forma, todos os
nameros que expressam quantidades, porcentagens ou proporcdes e
outros valores numéricos usados no relatério descritivo e reivindicagdes
devem ser entendidos como modificados em todas as instancias pelo
termo "cerca de", na medida em que ainda ndo estejam tdo modificados.
Por conseguinte, a menos que indicado o contrario, 0os parametros
numeéricos estabelecidos no seguinte relatorio descritivo e nas
reivindicagbes anexas sao aproximacdes que podem variar
dependendo das propriedades desejadas se buscam obter. Ao final, e
ndo como uma tentativa de limitar a aplicagdo da doutrina de
equivalentes ao escopo das reivindica¢gdes, cada parametro numerico
deve ser pelo menos interpretado a luz do numero de digitos
significativos relatados e pela aplicacéo de técnicas de arredondamento
ordinarias.

[00116] Note-se que, conforme usado neste relatorio descritivo e nas
reivindicacbes anexas, as formas singulares "um”, "uma" e "o/a", e
qualquer uso singular de qualquer palavra, incluem referentes plurais, a
menos que expressamente e inequivocamente limitado a um referente.
Como utilizado neste documento, o termo "incluir* e suas variantes
gramaticais tém o objetivo de nao ser limitativos, de modo que a

recitacao de itens em uma lista ndo exclua outros itens semelhantes que
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podem ser substituidos ou adicionados aos itens listados.
DESCRICAO DAS SEQUENCIAS

[00117] Esta tabela fornece uma lista de determinadas sequéncias
aqui referenciadas. Observe novamente que, quando se refere a versao
de RNA de uma sequéncia de DNA na tabela abaixo, T € substituido por
U. Ao se referir a uma versdo de DNA de uma sequéncia de RNA na

tabela abaixo, U é substituido por T.

Tabela 1

Descricéao Sequéncia SEQ
ID
No.

sequéncia de uma | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA 1

cauda poli-A | GCGAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

exemplificativa AAACCGAAAA AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

compreendendo AAAAAAAAAA AAAAACCC

nucleotideos nao
adenina com 30, 30
e 39 adenosinas

consecutivas e
terminando com
nucleotideos nao
adenina

30PA - sequéncia de | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA 2
uma cauda poli-A | GCGAAAAAAA AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA
exemplificativa AAACCGAAAA AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA
compreendendo AAAAAAAAAA AAAA

nucleotideos nao
adenina com 30, 30
e 39 adenosinas
consecutivas

25PA - sequéncia de | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAGCGAA | 3
uma cauda poli-A | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAACCGAAAA
exemplificativa AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AGTGAAAAAA
compreendendo AAAAAAAAAA AAAAAAAAA

nucleotideos nao
adenina com quatro
conjuntos de 25
adenosinas
consecutivas

16PA - sequéncia de | AAAAAAAAAA  AAAAAAGAAA  AAAAAAAAAA 4
uma cauda poli-A | AAACAAAAAA  AAAAAAAAAA TAAAAAAAAA
exemplificativa AAAAAAATAA  AAAAAAAAAA  AAAACAAAAA
compreendendo AAAAAAAAAA A

nucleotideos nao
adenina com seis
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Descricéao Sequéncia SEQ
ID
No.

conjuntos de 16

adenosinas

consecutivas

16PA longa - | AAAAAAAAAA  AAAAAAGAAA  AAAAAAAAAA 5

sequéncia de uma | AAACAAAAAA  AAAAAAAAAA  TAAAAAAAAA

cauda poli-A | AAAAAAATAA  AAAAAAAAAA  AAAACAAAAA

exemplificativa AAAAAAAAAA  ACAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

compreendendo AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

nucleotideos nao | AAAAAAAAAA AAAAA

adenina com seis
conjuntos de 16
adenosinas
consecutivas e 63
adenosinas
consecutivas

MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
consistindo em 97
adenosinas

TAATACGACTCACTATAGGGTCCCGCAGTCGG
CGTCCAGCGGCTCTGCTTGTTCGTGTGTGTGT
CGTTGCAGGCCTTATTCGGATCCATGGATAAG
AAGTACTCAATCGGGCTGGATATCGGAACTAAT
TCCGTGGGTTGGGCAGTGATCACGGATGAATA
CAAAGTGCCGTCCAAGAAGTTCAAGGTCCTGG
GGAACACCGATAGACACAGCATCAAGAAAAAT
CTCATCGGAGCCCTGCTGTTTGACTCCGGCGA
AACCGCAGAAGCGACCCGGCTCAAACGTACCG
CGAGGCGACGCTACACCCGGCGGAAGAATCG
CATCTGCTATCTGCAAGAGATCTTTTCGAACGA
AATGGCAAAGGTCGACGACAGCTTCTTCCACC
GCCTGGAAGAATCTTTCCTGGTGGAGGAGGAC
AAGAAGCATGAACGGCATCCTATCTTTGGAAAC
ATCGTCGACGAAGTGGCGTACCACGAAAAGTA
CCCGACCATCTACCATCTGCGGAAGAAGTTGG
TTGACTCAACTGACAAGGCCGACCTCAGATTG
ATCTACTTGGCCCTCGCCCATATGATCAAATTC
CGCGGACACTTCCTGATCGAAGGCGATCTGAA
CCCTGATAACTCCGACGTGGATAAGCTTTTCAT
TCAACTGGTGCAGACCTACAACCAACTGTTCGA
AGAAAACCCAATCAATGCTAGCGGCGTCGATG
CCAAGGCCATCCTGTCCGCCCGGCTGTCGAAG
TCGCGGCGCCTCGAAAACCTGATCGCACAGCT
GCCGGGAGAGAAAAAGAACGGACTTTTCGGCA
ACTTGATCGCTCTCTCACTGGGACTCACTCCCA
ATTTCAAGTCCAATTTTGACCTGGCCGAGGACG
CGAAGCTGCAACTCTCAAAGGACACCTACGAC
GACGACTTGGACAATTTGCTGGCACAAATTGG
CGATCAGTACGCGGATCTGTTCCTTGCCGCTA
AGAACCTTTCGGACGCAATCTTGCTGTCCGATA
TCCTGCGCGTGAACACCGAAATAACCAAAGCG
CCGCTTAGCGCCTCGATGATTAAGCGGTACGA
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SEQ
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CGAGCATCACCAGGATCTCACGCTGCTCAAAG
CGCTCGTGAGACAGCAACTGCCTGAAAAGTAC
AAGGAGATCTTCTTCGACCAGTCCAAGAATGG
GTACGCAGGGTACATCGATGGAGGCGCTAGCC
AGGAAGAGTTCTATAAGTTCATCAAGCCAATCC
TGGAAAAGATGGACGGAACCGAAGAACTGCTG
GTCAAGCTGAACAGGGAGGATCTGCTCCGGAA
ACAGAGAACCTTTGACAACGGATCCATTCCCCA
CCAGATCCATCTGGGTGAGCTGCACGCCATCT
TGCGGCGCCAGGAGGACTTTTACCCATTCCTC
AAGGACAACCGGGAAAAGATCGAGAAAATTCT
GACGTTCCGCATCCCGTATTACGTGGGCCCAC
TGGCGCGCGGCAATTCGCGCTTCGCGTGGAT
GACTAGAAAATCAGAGGAAACCATCACTCCTTG
GAATTTCGAGGAAGTTGTGGATAAGGGAGCTT
CGGCACAAAGCTTCATCGAACGAATGACCAAC
TTCGACAAGAATCTCCCAAACGAGAAGGTGCTT
CCTAAGCACAGCCTCCTTTACGAATACTTCACT
GTCTACAACGAACTGACTAAAGTGAAATACGTT
ACTGAAGGAATGAGGAAGCCGGCCTTTCTGTC
CGGAGAACAGAAGAAAGCAATTGTCGATCTGC
TGTTCAAGACCAACCGCAAGGTGACCGTCAAG
CAGCTTAAAGAGGACTACTTCAAGAAGATCGA
GTGTTTCGACTCAGTGGAAATCAGCGGGGTGG
AGGACAGATTCAACGCTTCGCTGGGAACCTAT
CATGATCTCCTGAAGATCATCAAGGACAAGGA
CTTCCTTGACAACGAGGAGAACGAGGACATCC
TGGAAGATATCGTCCTGACCTTGACCCTTTTCG
AGGATCGCGAGATGATCGAGGAGAGGCTTAAG
ACCTACGCTCATCTCTTCGACGATAAGGTCATG
AAACAACTCAAGCGCCGCCGGTACACTGGTTG
GGGCCGCCTCTCCCGCAAGCTGATCAACGGTA
TTCGCGATAAACAGAGCGGTAAAACTATCCTG
GATTTCCTCAAATCGGATGGCTTCGCTAATCGT
AACTTCATGCAATTGATCCACGACGACAGCCTG
ACCTTTAAGGAGGACATCCAAAAAGCACAAGT
GTCCGGACAGGGAGACTCACTCCATGAACACA
TCGCGAATCTGGCCGGTTCGCCGGCGATTAAG
AAGGGAATTCTGCAAACTGTGAAGGTGGTCGA
CGAGCTGGTGAAGGTCATGGGACGGCACAAAC
CGGAGAATATCGTGATTGAAATGGCCCGAGAA
AACCAGACTACCCAGAAGGGCCAGAAAAACTC
CCGCGAAAGGATGAAGCGGATCGAAGAAGGAA
TCAAGGAGCTGGGCAGCCAGATCCTGAAAGAG
CACCCGGTGGAAAACACGCAGCTGCAGAACGA
GAAGCTCTACCTGTACTATTTGCAAAATGGACG
GGACATGTACGTGGACCAAGAGCTGGACATCA
ATCGGTTGTCTGATTACGACGTGGACCACATC
GTTCCACAGTCCTTTCTGAAGGATGACTCGATC
GATAACAAGGTGTTGACTCGCAGCGACAAGAA
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SEQ
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CAGAGGGAAGTCAGATAATGTGCCATCGGAGG
AGGTCGTGAAGAAGATGAAGAATTACTGGCGG
CAGCTCCTGAATGCGAAGCTGATTACCCAGAG
AAAGTTTGACAATCTCACTAAAGCCGAGCGCG
GCGGACTCTCAGAGCTGGATAAGGCTGGATTC
ATCAAACGGCAGCTGGTCGAGACTCGGCAGAT
TACCAAGCACGTGGCGCAGATCTTGGACTCCC
GCATGAACACTAAATACGACGAGAACGATAAG
CTCATCCGGGAAGTGAAGGTGATTACCCTGAA
AAGCAAACTTGTGTCGGACTTTCGGAAGGACTT
TCAGTTTTACAAAGTGAGAGAAATCAACAACTA
CCATCACGCGCATGACGCATACCTCAACGCTG
TGGTCGGTACCGCCCTGATCAAAAAGTACCCT
AAACTTGAATCGGAGTTTGTGTACGGAGACTAC
AAGGTCTACGACGTGAGGAAGATGATAGCCAA
GTCCGAACAGGAAATCGGGAAAGCAACTGCGA
AATACTTCTTTTACTCAAACATCATGAACTTTTT
CAAGACTGAAATTACGCTGGCCAATGGAGAAA
TCAGGAAGAGGCCACTGATCGAAACTAACGGA
GAAACGGGCGAAATCGTGTGGGACAAGGGCA
GGGACTTCGCAACTGTTCGCAAAGTGCTCTCT
ATGCCGCAAGTCAATATTGTGAAGAAAACCGAA
GTGCAAACCGGCGGATTTTCAAAGGAATCGAT
CCTCCCAAAGAGAAATAGCGACAAGCTCATTG
CACGCAAGAAAGACTGGGACCCGAAGAAGTAC
GGAGGATTCGATTCGCCGACTGTCGCATACTC
CGTCCTCGTGGTGGCCAAGGTGGAGAAGGGA
AAGAGCAAAAAGCTCAAATCCGTCAAAGAGCT
GCTGGGGATTACCATCATGGAACGATCCTCGT
TCGAGAAGAACCCGATTGATTTCCTCGAGGCG
AAGGGTTACAAGGAGGTGAAGAAGGATCTGAT
CATCAAACTCCCCAAGTACTCACTGTTCGAACT
GGAAAATGGTCGGAAGCGCATGCTGGCTTCGG
CCGGAGAACTCCAAAAAGGAAATGAGCTGGCC
TTGCCTAGCAAGTACGTCAACTTCCTCTATCTT
GCTTCGCACTACGAAAAACTCAAAGGGTCACC
GGAAGATAACGAACAGAAGCAGCTTTTCGTGG
AGCAGCACAAGCATTATCTGGATGAAATCATCG
AACAAATCTCCGAGTTTTCAAAGCGCGTGATCC
TCGCCGACGCCAACCTCGACAAAGTCCTGTCG
GCCTACAATAAGCATAGAGATAAGCCGATCAG
AGAACAGGCCGAGAACATTATCCACTTGTTCAC
CCTGACTAACCTGGGAGCCCCAGCCGCCTTCA
AGTACTTCGATACTACTATCGATCGCAAAAGAT
ACACGTCCACCAAGGAAGTTCTGGACGCGACC
CTGATCCACCAAAGCATCACTGGACTCTACGAA
ACTAGGATCGATCTGTCGCAGCTGGGTGGCGA
TGGCGGTGGATCTCCGAAAAAGAAGAGAAAGG
TGTAATGAGCTAGCCATCACATTTAAAAGCATC
TCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAGAAAATG
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AAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTTCTTTT
CGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCTAAAAAA
CATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCTTTTCTCT
GTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAGAACCTC
GAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Promotor T7

e

MRNA de Cas9 com

uma cauda poli-A

compreendendo
SEQ ID NO: 1

TAATACGACT
GGCGTCCAGC
GTGTCGTTGC
ACCATGGATA
GATATCGGAA
GTGATCACGG
AAGAAGTTCA
AGACACAGCA
GCCCTGCTGT
GAAGCGACCC
CGACGCTACA
TGCTATCTGC
ATGGCAAAGG
CGCCTGGAAG
GACAAGAAGC
GGAAACATCG
GAAAAGTACC
AAGAAGTTGG
GACCTCAGAT
CATATGATCA
ATCGAAGGCG
GACGTGGATA
CAGACCTACA
CCAATCAATG
GCCATCCTGT

CACTATAGGG TCCCGCAGTC
GGCTCTGCTT GTTCGTGTGT
AGGCCTTATT CGGATCTGCC
AGAAGTACTC GATCGGGCTG
CTAATTCCGT GGGTTGGGCA
ATGAATACAA AGTGCCGTCC
AGGTCCTGGG GAACACCGAT
TCAAGAAGAA TCTCATCGGA
TTGACTCCGG CGAAACCGCA
GGCTCAAACG TACCGCGAGG
CCCGGCGGAA GAATCGCATC
AAGAAATCTT TTCGAACGAA
TGGACGACAG CTTCTTCCAC
AATCTTTCCT GGTGGAGGAG
ATGAACGGCA TCCTATCTTT

TGGACGAAGT
CGACCATCTA
TTGACTCAAC
TGATCTACTT
AATTCCGCGG
ATCTGAACCC
AGCTGTTCAT
ACCAACTGTT
CCAGCGGCGT
CCGCCCGGCT

CGGCGCCTCG AAAACCTGAT
CCGGGAGAGA AGAAGAACGG
AACTTGATCG CTCTCTCACT
CCCAATTTCA AGTCCAATTT
GAGGACGCGA AGCTGCAACT

ACCTACGACG
GCACAAATTG
TTCCTTGCCG
ATCTTGCTGT
ACCGAAATAA
TCGATGATTA
CAGGATCTCA
AGACAGCAAC
ATTTTCTTCG
GCAGGGTACA
GAAGAGTTCT
CTGGAAAAGA
CTGGTCAAGC

ACGACTTGGA
GCGATCAGTA
CTAAGAACCT
CCGATATCCT
CCAAAGCGCC
AGCGGTACGA
CGCTGCTCAA
TGCCTGAAAA
ACCAGTCCAA
TCGATGGAGG
ATAAGTTCAT
TGGACGGAAC
TGAACAGGGA

GGCGTACCAC
CCATCTGCGG
TGACAAGGCC
GGCCCTCGCC
ACACTTCCTG
TGATAACTCC
TCAACTGGTG
CGAAGAAAAC
CGATGCCAAG
GTCGAAGTCG
CGCACAGCTG
ACTTTTCGGC
GGGACTCACT
TGACCTGGCC
CTCAAAGGAC
CAATTTGCTG
CGCGGATCTG
TTCGGACGCA
GCGCGTGAAC
GCTTAGCGCC
CGAGCATCAC
AGCGCTCGTG
GTACAAGGAG
GAATGGGTAC
CGCCAGCCAG
CAAGCCAATC
CGAAGAACTG
GGATCTGCTC
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CGCAAACAGA
ATTCCACACC
CACGCCATCT
TACCCATTCC
ATCGAGAAAA
TATTACGTGG
TCGCGCTTCG
GAGGAAACCA
GAAGTTGTGG
TCCTTCATCG
AAGAATCTCC
AAGCACAGCC
GTCTACAACG
GTTACTGAAG
CTGAGCGGAG
GATCTGCTGT
ACCGTCAAGC
AAGAAGATCG
ATCAGCGGAG
TCGCTGGGAA
ATCATCAAGG
GAGGAGAACG
GTCCTGACCT
GAGATGATCG
GCTCATCTCT
CAACTCAAGC
GGCCGCCTCT
ATTCGCGATA
CTGGATTTCC
AATCGTAACT
GACAGCCTGA
AAAGCACAAG
CTCCATGAAC
TCGCCGGCGA
ACTGTGAAGG
GTCATGGGAC
GTGATTGAAA
ACCCAGAAGG
AGGATGAAGC
GAGCTGGGCA
CCGGTGGAAA
AAGCTCTACC
CGGGACATGT
ATCAATCGGT
CACATCGTTC
GACTCCATCG
AGCGACAAGA
GTGCCATCGG

GAACCTTTGA
AGATCCATCT
TGCGGCGCCA
TCAAGGACAA
TTCTGACGTT
GCCCACTGGC
CGTGGATGAC
TCACTCCTTG
ATAAGGGAGC
AACGAATGAC
CAAACGAGAA
TCCTTTACGA
AACTGACTAA
GAATGAGGAA
AACAGAAGAA
TCAAGACCAA
AGCTTAAAGA
AGTGTTTCGA
TGGAGGACAG
CCTATCATGA
ACAAGGACTT
AGGACATCCT
TGACCCTTTT
AGGAGAGGCT
TCGACGATAA
GCCGCCGGTA
CCCGCAAGCT
AACAGAGCGG
TCAAATCGGA
TCATGCAGTT
CCTTTAAGGA
TGAGCGGACA
ACATCGCGAA
TTAAGAAGGG
TGGTGGACGA
GGCACAAACC
TGGCCCGAGA
GCCAGAAGAA
GGATCGAAGA
GCCAGATCCT
ACACGCAGCT
TGTACTATTT
ACGTGGACCA
TGTCTGATTA
CACAGTCCTT
ATAACAAGGT
ACAGAGGGAA
AGGAGGTCGT

AAGAATTACT GGCGGCAGCT

AAGCTGATTA

CCCAGAGAAA

CAACGGAAGC
GGGTGAGCTG
GGAGGACTTT
CCGGGAAAAG
CCGCATCCCG
GCGCGGCAAT
TAGAAAATCA
GAATTTCGAG
TTCGGCACAA
CAACTTCGAC
GGTGCTTCCT
ATACTTCACT
AGTGAAATAC
GCCGGCCTTT
AGCGATTGTC
CCGCAAGGTG
GGACTACTTC
CTCAGTGGAA
ATTCAACGCT
TCTCCTGAAG
CCTTGACAAC
GGAAGATATC
CGAGGATCGC
TAAGACCTAC
GGTCATGAAA
CACTGGTTGG
GATCAACGGT
TAAAACTATC
TGGCTTCGCT
GATCCACGAC
GGACATCCAG
GGGAGACTCA
TCTGGCCGGT
AATCCTGCAA
GCTGGTGAAG
GGAGAATATC
AAACCAGACT
CTCCCGCGAA
AGGAATCAAG
GAAAGAGCAC
GCAGAACGAG
GCAAAATGGA
AGAGCTGGAC
CGACGTGGAC
TCTGAAGGAT
GTTGACTCGC
GTCAGATAAT
GAAGAAGATG
CCTGAATGCG
GTTTGACAAT
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CTCACTAAAG CCGAGCGCGG

GAGCTGGATA
CAGCTGGTCG
CACGTGGCGC
AACACTAAAT
ATCCGGGAAG
AGCAAACTTG
TTTCAGTTTT
AACTACCATC
AACGCTGTGG
AAGTACCCTA
TACGGAGACT
AAGATGATAG
GGGAAAGCAA
TCAAACATCA
ATTACGCTGG
AGGCCACTGA
GGCGAAATCG
TTCGCAACTG
CCGCAAGTCA
GTGCAAACCG
ATCCTCCCAA
ATTGCACGCA
AAGTACGGAG
GCATACTCCG
GAGAAGGGAA
GTCAAAGAGC
GAACGATCCT
GATTTCCTGG
GTGAAGAAGG
AAGTACTCAC

AGGCTGGATT
AGACTCGGCA
AGATCCTGGA
ACGACGAGAA
TGAAGGTGAT
TGTCGGACTT
ACAAAGTGAG
ACGCGCATGA
TCGGCACCGC
AACTTGAATC
ACAAGGTCTA
CCAAGTCCGA

CGGACTCTCA
CATCAAACGG
GATTACCAAG
CTCCCGCATG
CGATAAGCTC
TACCCTGAAA
TCGGAAGGAC
AGAAATCAAC
CGCATACCTC
CCTGATCAAG
GGAGTTTGTG
CGACGTGAGG
ACAGGAAATC

CTGCGAAATA CTTCTTTTAC

TGAACTTCTT
CCAATGGAGA
TCGAAACTAA
TGTGGGACAA
TTCGCAAAGT
ATATTGTGAA
GCGGATTTTC
AGAGAAATAG
AGAAAGACTG
GATTCGATTC
TCCTCGTGGT
AGAGCAAGAA
TGCTGGGGAT
CGTTCGAGAA
AGGCGAAGGG
ATCTGATCAT
TGTTCGAACT

CGGAAGCGCA TGCTGGCTTC

CTCCAGAAAG
AGCAAGTACG
TCGCACTACG
GAAGATAACG
GAGCAGCACA
ATCGAACAAA
GTGATCCTCG
GTCCTGTCGG
AAGCCGATCA
ATCCACTTGT
GCTCCAGCCG
ACTATCGACC
AAGGAAGTTC
CAAAGCATCA
ATCGATCTGT

GAAATGAGCT
TCAACTTCCT
AGAAACTCAA
AACAGAAGCA
AGCATTATCT
TCTCCGAGTT
CCGACGCCAA
CCTACAATAA
GAGAACAGGC
TCACCCTGAC
CCTTCAAGTA
GCAAAAGATA
TGGACGCGAC
CTGGACTCTA
CGCAGCTGGG

GGCGGTGGAT CCTACCCATA

GACTACGCCT
AAGAAACGGA

CCGGAGGTGG
AGGTGTGATA

CAAGACTGAA
AATCAGGAAG
CGGAGAAACG
GGGCAGGGAC
GCTCTCTATG
GAAAACCGAA
AAAGGAATCG
CGACAAGCTC
GGACCCGAAG
GCCGACTGTC
GGCCAAGGTG
GCTCAAATCC
TACCATCATG
GAACCCGATT
TTACAAGGAG
CAAACTGCCC
GGAAAATGGT
GGCCGGAGAA
GGCCTTGCCT
CTATCTTGCT
AGGGTCACCG
GCTTTTCGTG
GGATGAAATC
TTCAAAGCGC
CCTCGACAAA
GCATAGAGAT
CGAGAACATT
TAACCTGGGA
CTTCGATACT
CACGTCCACC
CCTGATCCAC
CGAAACTAGG
TGGCGATGGT
CGACGTGCCT
TGGCCCCAAG
GCTAGCCATC
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ACATTTAAAA GCATCTCAGC CTACCATGAG
AATAAGAGAA AGAAAATGAA GATCAATAGC
TTATTCATCT CTTTTTCTTT TTCGTTGGTG
TAAAGCCAAC ACCCTGTCTA AAAAACATAA
ATTTCTTTAA  TCATTTTGCC TCTTTTCTCT
GTGCTTCAAT TAATAAAAAA TGGAAAGAAC
CTCGAGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA
AAAAAAGCGA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAC CGAAAAAAAA AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA A

RNA de guia Unico | mC*mU*mC*C CUGAUGGAGA UGACAGGUUU 8

direcionado a SEAP | UAGAMGmMCmU MAMGMAMAMA
MUMAMGmMCAA GUUAAAAUAA GGCUAGUCCG
UUAUCAMAMC mUmUmGmAmMA
mMAMAMAMGmU mGmGmCmAmMC
MCMGMAMGMU mCmGmGmUmG
MCmU*mU*muU *muU

RNA de guia Unico | mU*mU*mA*CAGCCACGUCUACAGCAGUUUUA 9

direcionado a TTR | GAMGMCmUMAMGMmMAMAmM

de camundongo AMUMAMGMCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG
UUAUCAMAMCMUMUMGmMmM
AMAMAMAMAMGMUMGMGMCMAMCMCmMGmMA
MGMUMCMGmMGmMUMGmMCmuU*
muU*muU*mu

12PA - sequéncia de | AAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAATAAAAAAAA 10

uma cauda poli-A | AAAACAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAACAAA

exemplificativa AAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAA

compreendendo ATAAAAAAAAAAAA

nucleotideos nao

adenina com nove

conjuntos de 12

sequéncias

consecutivas de

interrupcao de

adenosinas e

mononucleotideos

8PA - sequéncia de | AAAAAAAATAAAAAAAATAAAAAAAACAAAAAAA 11

uma cauda poli-A
exemplificativa
compreendendo
nucleotideos nao
adenina com doze
conjuntos de 8
sequéncias

consecutivas de

AAAAAAAAAGAAAAAAAATAAAAAAAACAAAAAA
AACAAAAAAAATAAAAAAAAGAAAAAAAACAAAA
AAAATAAAAAAAA
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interrupcao de

adenosinas e

mononucleotideos

PoliA-1 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGCTCGAGAA 12

Sequéncia de | AAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGAAAAA

flanqueamento  de AAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAAAA

sitios de | AAACATAAAAAAAAAAAACGTTCATATCGGTTCT

recozimento do | AGACCACACTTCTTACTGAGGTCCC

iniciador Bcllla

compreendendo

cinco sequéncias de

interrupcao que

separam seis

repeticbes de 12

adenosinas

consecutivas

PoliA-2 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGAATTCATCT | 13

Sequéncia de | AGCTCGAGAAAAAATTCGAAAAAAAAAAAACGT

flanqueamento de AAAAAAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAAGATAAAA

sitios de | AAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAAAAAA

recozimento do | AAAAGGGAAAGTCTTCCATATCGGTTCTAGACC

iniciador Bel11la | ACACTTCTTACTGAGGTCCC

compreendendo

cinco sequéncias de

interrupcao qgue

separam seis

conjuntos de 12

adenosinas

consecutivas

PoliA-3 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGCTCGAGGA | 14

Sequéncia de | AGACAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAAAA

flanqueamento de AAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAAT

sitios de | CGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGTT

recozimento do | CATATCGGTTCTAGACCACACTTCTTACTGAGG

iniciador Bcl11la | TCCC

compreendendo

cinco sequéncias de

interrupcao que

separam seis

conjuntos de 12

adenosinas

consecutivas

PoliA-4 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGCTCGAGAA | 15

Sequéncia de | AAAATTCGAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAA

flanqueamento  de | AAGACAAAAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAG

sitios de | TTAAAAAAAAAAAACTGAAAAAAAAAAAATTTAA

recozimento do | AAAAAAAAAATCTAGACCACACTTCTTACTGAG

Peticaio 870200044782, de 08/04/2020, pég. 47/103




45/77

Descricéao Sequéncia SEQ
ID
No.

iniciador Blclla | GTCCC

compreendendo seis

sequéncias de

interrupcao que

separam sete

conjuntos de 12

adenosinas

consecutivas

PoliA 1-2 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGAATTCATCT | 16

Sequéncia de | AGCTCGAGAAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAA

flanqueamento  de | AACGGAAAAAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAAT

sitios de | ATAAAAAAAAAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAA

recozimento do | AAAAAAAAACGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAA

iniciador Blclla | AAAAAGATAAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAA

compreendendo 11 | ATGTAAAAAAAAAAAAGGGAAAGTCTTCCATAT

sequéncias de | CGGTTCTAGACCACACTTCTTACTGAGGTCCC

interrupcao que

separam 12

conjuntos de 12

adenosinas

consecutivas

PoliA 3-4 TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAGCTCGAGGA | 17

flanqueamento  de AAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAAAAT

sitios de | CGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAACGAA

recozimento do AAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAAAAA

iniciador Blclla | AAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAGTTAAAAAAAAA

compreendendo 12 AAACTGAAAAAAAAAAAATTTAAAAAAAAAAAAT

sequéncias de | CTAGACCACACTTCTTACTGAGGTCCC

interrupcao qgue

separam 13

conjuntos de 12

adenosinas

consecutivas

300PA AAAAAAAAAAAATGGAAAAAAAAAAAACGGAAA 18

sequéncia de uma
cauda poli-A
exemplificativa

compreendendo 24

sequéncias de
interrupcao que
separam 13
repeticbes de 12
adenosinas
consecutivas

AAAAAAAAAGGTAAAAAAAAAAAATATAAAAAAA
AAAAACATAAAAAAAAAAAACGAAAAAAAAAAAA
CGTAAAAAAAAAAAACTCAAAAAAAAAAAAGAT
AAAAAAAAAAAACCTAAAAAAAAAAAATGTAAAA
AAAAAAAAGGGAAAAAAAAAAAACGCAAAAAAA
AAAAACACAAAAAAAAAAAATGCAAAAAAAAAA
AATCGAAAAAAAAAAAATCTAAAAAAAAAAAAC
GAAAAAAAAAAAACCCAAAAAAAAAAAAGACAA
AAAAAAAAAATAGAAAAAAAAAAAAGTTAAAAAA
AAAAAACTGAAAAAAAAAAAATTTAAAAAAAAAA
AA
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100PA - sequéncia | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA | 19

de uma cauda poli-A | AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

exemplificativa AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA  AAAAAAAAAA

compreendendo 97 | AAAAAAA

homopolimeros de

nucleotideo de

adenina

iniciador direto pUC- | GGGTTATTGTCTCATGAGCG 20

M seq2

iniciador reverso | TTTTGTGATGCTCGTCAGGG 21

pUC-M seq

RN-Bcllla para TCTTCCTTCAGTCTGTAAACCTCAG 22

RN-Bcllla rev GGGACCTCAGTAAGAAGTGTGG 23

Liv-Udepleted: TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT | 24

MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
gue consiste em 98
adenosinas
consecutivas

TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
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ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
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GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
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AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCTCGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAA

MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 3

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
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ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
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AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCGA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCGAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTGAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAA
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MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 4

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
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CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
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TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAA
AAAACAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAA
AAAATAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAA
AAAA

MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 5

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
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ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
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ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
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AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAA
AAAACAAAAAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAA
AAAATAAAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAA
AAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

mRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 10

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT

28
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GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
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CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
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GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAATAAAA
AAAAAAAACAAAAAAAAAAAATAAAAAAAAAAAA
CAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAACAAAAAA
AAAAAATAAAAAAAAAAAA

mMRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 11

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
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CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
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GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
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GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAATAAAAAAAATAAAAAAAACAAA
AAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAATAAAAAAAACAA
AAAAAACAAAAAAAATAAAAAAAAGAAAAAAAAC
AAAAAAAATAAAAAAAA

mRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 19

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT

30
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CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA
GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
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AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
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AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

MRNA de Cas9 com
uma cauda poli-A
compreendendo
SEQ ID NO: 2

TCCCGCAGTCGGCGTCCAGCGGCTCTGCTTGT
TCGTGTGTGTGTCGTTGCAGGCCTTATTCGGAT
CCGCCACCATGGACAAGAAGTACAGCATCGGA
CTGGACATCGGAACAAACAGCGTCGGATGGGC
AGTCATCACAGACGAATACAAGGTCCCGAGCA
AGAAGTTCAAGGTCCTGGGAAACACAGACAGA
CACAGCATCAAGAAGAACCTGATCGGAGCACT
GCTGTTCGACAGCGGAGAAACAGCAGAAGCAA
CAAGACTGAAGAGAACAGCAAGAAGAAGATAC
ACAAGAAGAAAGAACAGAATCTGCTACCTGCA
GGAAATCTTCAGCAACGAAATGGCAAAGGTCG
ACGACAGCTTCTTCCACAGACTGGAAGAAAGC
TTCCTGGTCGAAGAAGACAAGAAGCACGAAAG
ACACCCGATCTTCGGAAACATCGTCGACGAAG
TCGCATACCACGAAAAGTACCCGACAATCTACC
ACCTGAGAAAGAAGCTGGTCGACAGCACAGAC
AAGGCAGACCTGAGACTGATCTACCTGGCACT
GGCACACATGATCAAGTTCAGAGGACACTTCC
TGATCGAAGGAGACCTGAACCCGGACAACAGC
GACGTCGACAAGCTGTTCATCCAGCTGGTCCA
GACATACAACCAGCTGTTCGAAGAAAACCCGA
TCAACGCAAGCGGAGTCGACGCAAAGGCAATC
CTGAGCGCAAGACTGAGCAAGAGCAGAAGACT
GGAAAACCTGATCGCACAGCTGCCGGGAGAAA
AGAAGAACGGACTGTTCGGAAACCTGATCGCA
CTGAGCCTGGGACTGACACCGAACTTCAAGAG
CAACTTCGACCTGGCAGAAGACGCAAAGCTGC
AGCTGAGCAAGGACACATACGACGACGACCTG
GACAACCTGCTGGCACAGATCGGAGACCAGTA
CGCAGACCTGTTCCTGGCAGCAAAGAACCTGA
GCGACGCAATCCTGCTGAGCGACATCCTGAGA
GTCAACACAGAAATCACAAAGGCACCGCTGAG
CGCAAGCATGATCAAGAGATACGACGAACACC
ACCAGGACCTGACACTGCTGAAGGCACTGGTC
AGACAGCAGCTGCCGGAAAAGTACAAGGAAAT
CTTCTTCGACCAGAGCAAGAACGGATACGCAG
GATACATCGACGGAGGAGCAAGCCAGGAAGAA
TTCTACAAGTTCATCAAGCCGATCCTGGAAAAG
ATGGACGGAACAGAAGAACTGCTGGTCAAGCT
GAACAGAGAAGACCTGCTGAGAAAGCAGAGAA
CATTCGACAACGGAAGCATCCCGCACCAGATC
CACCTGGGAGAACTGCACGCAATCCTGAGAAG
ACAGGAAGACTTCTACCCGTTCCTGAAGGACA
ACAGAGAAAAGATCGAAAAGATCCTGACATTCA
GAATCCCGTACTACGTCGGACCGCTGGCAAGA

31
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Descricéao

Sequéncia

SEQ
ID
No.

GGAAACAGCAGATTCGCATGGATGACAAGAAA
GAGCGAAGAAACAATCACACCGTGGAACTTCG
AAGAAGTCGTCGACAAGGGAGCAAGCGCACAG
AGCTTCATCGAAAGAATGACAAACTTCGACAAG
AACCTGCCGAACGAAAAGGTCCTGCCGAAGCA
CAGCCTGCTGTACGAATACTTCACAGTCTACAA
CGAACTGACAAAGGTCAAGTACGTCACAGAAG
GAATGAGAAAGCCGGCATTCCTGAGCGGAGAA
CAGAAGAAGGCAATCGTCGACCTGCTGTTCAA
GACAAACAGAAAGGTCACAGTCAAGCAGCTGA
AGGAAGACTACTTCAAGAAGATCGAATGCTTCG
ACAGCGTCGAAATCAGCGGAGTCGAAGACAGA
TTCAACGCAAGCCTGGGAACATACCACGACCT
GCTGAAGATCATCAAGGACAAGGACTTCCTGG
ACAACGAAGAAAACGAAGACATCCTGGAAGAC
ATCGTCCTGACACTGACACTGTTCGAAGACAG
AGAAATGATCGAAGAAAGACTGAAGACATACG
CACACCTGTTCGACGACAAGGTCATGAAGCAG
CTGAAGAGAAGAAGATACACAGGATGGGGAAG
ACTGAGCAGAAAGCTGATCAACGGAATCAGAG
ACAAGCAGAGCGGAAAGACAATCCTGGACTTC
CTGAAGAGCGACGGATTCGCAAACAGAAACTT
CATGCAGCTGATCCACGACGACAGCCTGACAT
TCAAGGAAGACATCCAGAAGGCACAGGTCAGC
GGACAGGGAGACAGCCTGCACGAACACATCG
CAAACCTGGCAGGAAGCCCGGCAATCAAGAAG
GGAATCCTGCAGACAGTCAAGGTCGTCGACGA
ACTGGTCAAGGTCATGGGAAGACACAAGCCGG
AAAACATCGTCATCGAAATGGCAAGAGAAAACC
AGACAACACAGAAGGGACAGAAGAACAGCAGA
GAAAGAATGAAGAGAATCGAAGAAGGAATCAA
GGAACTGGGAAGCCAGATCCTGAAGGAACACC
CGGTCGAAAACACACAGCTGCAGAACGAAAAG
CTGTACCTGTACTACCTGCAGAACGGAAGAGA
CATGTACGTCGACCAGGAACTGGACATCAACA
GACTGAGCGACTACGACGTCGACCACATCGTC
CCGCAGAGCTTCCTGAAGGACGACAGCATCGA
CAACAAGGTCCTGACAAGAAGCGACAAGAACA
GAGGAAAGAGCGACAACGTCCCGAGCGAAGA
AGTCGTCAAGAAGATGAAGAACTACTGGAGAC
AGCTGCTGAACGCAAAGCTGATCACACAGAGA
AAGTTCGACAACCTGACAAAGGCAGAGAGAGG
AGGACTGAGCGAACTGGACAAGGCAGGATTCA
TCAAGAGACAGCTGGTCGAAACAAGACAGATC
ACAAAGCACGTCGCACAGATCCTGGACAGCAG
AATGAACACAAAGTACGACGAAAACGACAAGC
TGATCAGAGAAGTCAAGGTCATCACACTGAAG
AGCAAGCTGGTCAGCGACTTCAGAAAGGACTT
CCAGTTCTACAAGGTCAGAGAAATCAACAACTA
CCACCACGCACACGACGCATACCTGAACGCAG
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Descricéao Sequéncia SEQ
ID
No.

TCGTCGGAACAGCACTGATCAAGAAGTACCCG
AAGCTGGAAAGCGAATTCGTCTACGGAGACTA
CAAGGTCTACGACGTCAGAAAGATGATCGCAA
AGAGCGAACAGGAAATCGGAAAGGCAACAGCA
AAGTACTTCTTCTACAGCAACATCATGAACTTC
TTCAAGACAGAAATCACACTGGCAAACGGAGA
AATCAGAAAGAGACCGCTGATCGAAACAAACG
GAGAAACAGGAGAAATCGTCTGGGACAAGGGA
AGAGACTTCGCAACAGTCAGAAAGGTCCTGAG
CATGCCGCAGGTCAACATCGTCAAGAAGACAG
AAGTCCAGACAGGAGGATTCAGCAAGGAAAGC
ATCCTGCCGAAGAGAAACAGCGACAAGCTGAT
CGCAAGAAAGAAGGACTGGGACCCGAAGAAGT
ACGGAGGATTCGACAGCCCGACAGTCGCATAC
AGCGTCCTGGTCGTCGCAAAGGTCGAAAAGGG
AAAGAGCAAGAAGCTGAAGAGCGTCAAGGAAC
TGCTGGGAATCACAATCATGGAAAGAAGCAGC
TTCGAAAAGAACCCGATCGACTTCCTGGAAGC
AAAGGGATACAAGGAAGTCAAGAAGGACCTGA
TCATCAAGCTGCCGAAGTACAGCCTGTTCGAA
CTGGAAAACGGAAGAAAGAGAATGCTGGCAAG
CGCAGGAGAACTGCAGAAGGGAAACGAACTG
GCACTGCCGAGCAAGTACGTCAACTTCCTGTA
CCTGGCAAGCCACTACGAAAAGCTGAAGGGAA
GCCCGGAAGACAACGAACAGAAGCAGCTGTTC
GTCGAACAGCACAAGCACTACCTGGACGAAAT
CATCGAACAGATCAGCGAATTCAGCAAGAGAG
TCATCCTGGCAGACGCAAACCTGGACAAGGTC
CTGAGCGCATACAACAAGCACAGAGACAAGCC
GATCAGAGAACAGGCAGAAAACATCATCCACC
TGTTCACACTGACAAACCTGGGAGCACCGGCA
GCATTCAAGTACTTCGACACAACAATCGACAGA
AAGAGATACACAAGCACAAAGGAAGTCCTGGA
CGCAACACTGATCCACCAGAGCATCACAGGAC
TGTACGAAACAAGAATCGACCTGAGCCAGCTG
GGAGGAGACGGAGGAGGAAGCCCGAAGAAGA
AGAGAAAGGTCTAGCTAGCCATCACATTTAAAA
GCATCTCAGCCTACCATGAGAATAAGAGAAAG
AAAATGAAGATCAATAGCTTATTCATCTCTTTTT
CTTTTTCGTTGGTGTAAAGCCAACACCCTGTCT
AAAAAACATAAATTTCTTTAATCATTTTGCCTCT
TTTCTCTGTGCTTCAATTAATAAAAAATGGAAAG
AACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

[00118] A ligacao ou ligacao fosforotioato (PS) refere-se a uma

ligacdo em que um enxofre € substituido por um oxigénio fosfato néo
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formador de ponte em uma ligacdo de fosfodiéster, por exemplo, nas
ligagbes entre bases de nucleotideos. Quando fosforotioatos sé&o
utilizados para gerar oligonucleotideos, o0s oligonucleotideos
modificados também podem ser referidos como S-oligos.

[00119] Um "*" pode ser usado para representar uma modificacao do
PS. Neste pedido, os termos A*, C*, U* ou G* podem ser usados para
denotar um nucleotideo que est4 ligado ao proximo (por exemplo, 3')
nucleotideo com uma ligagéo PS.

[00120] Neste pedido, os termos "mA*" "mC*" "mU*" ou "mG*"
podem ser usados para indicar um nucleotideo que foi substituido por
2'-O-Me e que esta ligado ao proximo nucleotideo (por exemplo, 3') com
uma ligacao PS.

EXEMPLOS

[00121] Os exemplos a seguir sao fornecidos para ilustrar certas
modalidades divulgadas e ndo devem ser interpretados como limitando
0 escopo desta descricdo de forma alguma.

Exemplo 1 - Projeto e estabilidade de plasmideos estaveis para
codificacao de poli-A

[00122] As caudas poli-A foram projetadas que compreendiam
nucleotideos ndo adeninas. A estabilidade dos plasmideos codificando
essas caudas poli-A com nucleotideos de adenina consecutivos e
nucleotideos de ndo adenina (por exemplo, sequéncias de interrupgao)
foram comparadas as caudas poli-A compostas exclusivamente por
nucleotideos de adenina.

[00123] A guestdo da perda do numero de adenosinas em uma
cauda de mRNA de poli-A consistindo apenas em adenosinas €
destacada na Tabela 2. Uma sequéncia contendo uma cauda poli-A de
96 adenosinas foi inserida em um plasmideo pUC57 (Genscript) e
transformada em E. coli. As células foram plaqueadas em placas LB-

Amp e incubadas durante a noite a 30°C ou 37°C. Qito colbénias foram
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colhidas e inoculadas em placas de 96 pogcos com meio LB-Amp e
cultivadas durante a noite a 30°C ou 37°C (Dia 1). Amostras das
culturas do dia 1 foram adicionadas a meio LB-Amp fresco e cultivadas
por mais dois dias a 30°C ou 37°C (Dia 2). O DNA foi purificado a partir
das culturas dos Dias 1 e 2 e sequenciado para determinar o
comprimento da cauda poli-A nos plasmideos. Resultados
exemplificativos sdo mostrados na Tabela 2 abaixo e na Figura 1.

Tabela 2: Comprimento de poli-A apds o crescimento do plasmideo

em E. Coli
37°C 30°C
Tamanho Dia 1 Dia 2 Tamanho Dia 1
inicial da | comprimento | comprimento inicial da comprimento
colénia poli-A poli-A colénia poli-A
Sm 95 18 Reg 80
Reg 95 68 Sm 95
Reg 95 94 Reg 39
Sm 95 N/A Reg 48
Reg 96 N/A Sm 95
Sm 36-95 mix 18 Sm 95
Sm 62 61 Reg a7
Reg 69 68 Sm 95

[00124] Para um numero de coldnias, cada ciclo de crescimento foi
associado a uma diminuicdo no namero de adenosinas na cauda poli-
A, com apenas uma colénia mantendo mais de 90 adenosinas através
de dois ciclos de replicacdo. Além disso, o tamanho das colbnias
bacterianas se correlacionou com a perda de comprimento da cauda
poli-A do plasmideo (ou seja, colénias maiores corresponderam a perda
de comprimento de poli-A), sugerindo que sequéncias codificando
caudas poli-A mais longas podem inibir o crescimento bacteriano

durante a producéo de plasmideo. O DNA purificado a partir de col6énias
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de E. coli representa uma populacdo de DNAs de E. coli individual
contendo DNA de plasmideo. Assim, os valores fornecidos na Tabela 2
(e valores semelhantes descritos aqui) representam o comprimento
médio de poli-A da populacdo. Além disso, durante a PCR e o
sequenciamento de repeticbes longas, como a poli-A, a polimerase
pode deslizar, resultando na aparéncia de que a sequéncia é um pouco
mais curta que a sequéncia real. Assim, para resultados mostrando 95
adenosinas, ndo é certo se o plasmideo perdeu uma adenosina ou se €
um artefato de PCR. No entanto, a perda significativa ndo € um artefato
do deslize da polimerase durante a amplificacdo e sequenciamento de
PCR.

[00125] Em uma experiéncia separada, E. coli foi transformada com
um plasmideo pUC57 contendo uma cauda poli-A de SEQ ID NO: 1 e
plaqueada em placas LB-Amp. Oito clones foram cultivados atraves de
dois ciclos de crescimento e testados quanto a manutencdo da
sequéncia codificando a cauda poli-A. Dados representativos sobre um
clone sdo mostrados na Figura 2, onde nao foi observada alteracdo no
tamanho da cauda com a cauda poli-A da SEQ ID NO: 1 ao longo de 2
ciclos de crescimento de um plasmideo que o codifica. Miniprep 1
refere-se ao primeiro ciclo de crescimento, enquanto Miniprep 2 refere-
se a segunda rodada de crescimento. Os minipreps foram realizados
usando um kit Invitrogen Purelink Quick Plasmid Miniprep.

[00126] Um plasmideo codificando uma cauda poli-A com um padréao
adicional de ndo adenosina (SEQ ID NO: 3) foi testado quanto a sua
capacidade de suportar a replicacdo em E. coli. Uma sequéncia
contendo uma cauda poli-A da SEQ ID NO: 3 foi inserida em um
plasmideo pUC19 (Genscript) e transformada em E. coli. As células
foram plagueadas em placas LB-Kan e incubadas durante a noite a
30°C ou 37°C. Oito colonias foram colhidas e inoculadas em placas de

96 pocos com meio LB-Kan e cultivadas durante a noite a 30°C ou 37°C
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(Dia 1). Amostras das culturas do dia 1 foram adicionadas a meio LB-
Kan fresco e cultivadas por mais dois dias a 30°C ou 37°C (Dia 2). O
DNA foi purificado a partir das culturas dos Dias 1 e 2 e sequenciado
para determinar o comprimento da cauda poli-A nos plasmideos. Das
oito culturas do Dia 1 sequenciadas, seis mantiveram trechos de 25, 24,
24 e 24 adenosinas e das doze culturas do Dia 2 sequenciadas, nove
mantiveram trechos de 25, 24, 24 e 24 adenosinas, demonstrando uma
melhora da retenc&o de poli-A em comparacado com sequéncias apenas
de adenosina.

[00127] Estes dados indicam que os DNAs codificando caudas poli-
A compreendendo nucleotideos ndo adeninas tém estabilidade
melhorada ao longo de varios ciclos de crescimento e purificacdo de
plasmideo em comparacdo com os DNAs codificando caudas poli-A
contendo apenas adenosinas.

Exemplo 2 - Atividade de construtos com caudas poli-A
compreendendo nucleotideos n&do adeninas

[00128] Foramrealizadas experiéncias para determinar se havia uma
diferenca na eficacia do mRNA com caudas poli-A compreendendo
nucleotideos ndo adenina (sequéncias de interrupcdo) versus aguelas
com caudas poli-A contendo apenas adenosinas. Um sistema modelo
foi usado onde 0o mMRNA codificando a proteina Cas9 foi transfectado por
eletroporacdo em células HEK-293 com um plasmideo repérter
codificando a fosfatase alcalina embrionaria secretada (SEAP), bem
como um RNA guia direcionado a SEAP. A expressao bem-sucedida
da proteina Cas9 a partir do mRNA resulta na clivagem da sequéncia
alvo SEAP, levando a uma mudanca de cor que reflete a producéo
diminuida de SEAP. Os reagentes reporter SEAP HEK-Blue foram
obtidos da Invivogen. Uma sequéncia contendo um promotor T7 e
codificando um mMRNA de Cas9 com cauda poli-A somente de

adenosina (projetada para ter 100 nucleotideos de adenosina, mas
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mostrada como tendo 97 nucleotideos de adenosina por
sequenciamento) (SEQ ID NO: 6) ou uma sequéncia contendo um
promotor T7 e codificando um mRNA de Cas9 com uma cauda poli-A
de SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 7) foram clonados no plasmideo pUC57
(Genscript). O mRNA foi produzido por transcri¢cdo in vitro a partir dos
plasmideos linearizados codificando cada mRNA.

[00129] A Figura 3 mostra a titulagdo do mRNA de Cas9 com poli-A
apenas de adenosina ou poli-A de SEQ ID NO: 1 no ensaio de células
HEK-Blue em concentracfes de 0,005-50nM, e 1uM de RNA guia unico
direcionado a SEAP (SEQ ID NO : 8)

[00130] Os resultados do HEK-Blue mostram que o efeito do mRNA
com a cauda poli-A foi semelhante na curva dose-resposta.
Concentracdes mais altas de mRNA levaram a uma diminuicdo na
expresséo do gene reporter de SEAP, como evidenciado pela mudancga
de cor para rosa, pois a cor azul da linha de base indica a expresséao de
SEAP. Assim, a cauda poli-A compreendendo nucleotideos nédo adenina
nao alterou a eficacia da expresséo e funcéo de um construto Cas9 em
comparacdo com uma cauda poli-A contendo apenas adenosinas.
[00131] A eficacia da edicéo conferida pela expressdo de um mRNA
de Cas 9 da SEQ ID NO: 6 também foi comparada ao mRNA de Cas9
de SEQ ID NO: 7 (isto é, cauda poli-A somente de adenosina em
comparacdo com a cauda poli-A de SEQ ID NO: 1) Para estas
experiéncias, as células HEK-Blue foram transfectadas com sgRNA
(SEQ ID NO: 8) e os dois mRNAs diferentes por eletroporacao.

[00132] A Figura 4 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP para
ambos os construtos apos 24 horas de incubacdo. O ECso para edicéo
de SEAP para mRNA com uma cauda poli-A contendo apenas
adenosina e uma cauda poli-A compreendendo nucleotideos nao
adenina foram semelhantes em 0,050 e 0,054, respectivamente.

[00133] A Figura 5 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP para
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ambos os construtos apds uma incubacao de 48 horas. O ECsp para
edicdo de SEAP para mRNA com uma cauda poli-A contendo apenas
adenosina e uma cauda poli-A compreendendo nucleotideos nao
adenina foram semelhantes em 0,086 e 0,082, respectivamente.

[00134] A expressao e atividade do mMRNA também foram
confirmadas in vivo. Os mMRNAs de Cas9 de SEQ ID NO: 6 (mRNA de
HiCas9) e SEQ ID NO: 7 (mRNA de PolyA interrompido) foram
formulados com RNA de guia Unico de SEQ ID NO: 9 (direcionado ao
gene TTR de camundongo) na razdo de 1:1 em nanoparticulas lipidicas
(LNPs) e administradas a camundongos fémeas CD-1 (n = 5) por
dosagem intravenosa a 1 ou 0,5 mg/kg de RNA total. O sangue foi
coletado dos animais 7 dias apés a dose e 0s niveis sericos de proteina
TTR foram medidos por ELISA. Em resumo, 0s niveis séricos totais de
TTR foram determinados usando um Kit ELISA de Pré-albumina de
Camundongo (Transtiretina) (Aviva Systems Biology, Cat. OKIA00111).
Os reagentes e padrdes do kit foram preparados de acordo com o
protocolo do fabricante. A placa foi lida em um leitor de placas
SpectraMax M5 a uma absorbéancia de 450 nm. Os niveis séricos de
TTR foram calculados pelo software SoftMax Pro ver. 6.4.2, utilizando
uma curva logistica de quatro parametros, se ajusta a curva padrdo. Os
valores finais do soro foram ajustados para a diluicdo do ensaio.

[00135] A Figura 6 mostra niveis comparaveis de knockdown sérico
de TTR (representativo da edicao percentual do gene TTR) para ambos
0s construtos de poli-A 7 dias apds a dose. Os resultados de knockdown
de TTR sérico foram confirmados pelo sequenciamento do locus de TTR
no figado dos camundongos colhidos aos 7 dias. Os camundongos que
receberam o mMRNA de poli-A somente para adenosina apresentaram
61,74% e 69,84% de edicado em 0,5 e 1 mg/kg de RNA total,
respectivamente, enquanto os camundongos que receberam o mRNA

de poli-A contendo nucleotideos ndo adenosina apresentaram 63,14%
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e 70,82% de edicdo em 0,5 e 1 mg/kg de RNA total.

[00136] Portanto, a expressdo de um mRNA de Cas9 com uma
cauda poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina produziu
eficacia de edicdo semelhante em comparacdo com um mRNA de Cas9
com uma cauda poli-A contendo apenas adenosinas.

Exemplo 3 - Atividade de construtos com caudas poli-A
compreendendo sequéncias de interrupgédo adicionais

[00137] Foram realizadas experiéncias para determinar a eficacia do
MRNA com caudas poli-A compreendendo nucleotideos ndo adenina
versus aguelas com caudas poli-A contendo apenas nucleotideos de
adenosina como no Exemplo 2. Sequéncias contendo um promotor T7
e codificando um mRNA de Cas9 com uma cauda poli-A interrompida
compreendendo SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 10 ou SEQ A ID NO: 11 foi feita por amplificacao
por PCR usando iniciadores para incorporar as sequéncias poli-A. O
MRNA foi produzido por transcri¢ao in vitro desses produtos de PCR. O
MRNA para SEQ ID NO: 18 foi produzido por transcricao in vitro a partir
de um plasmideo linearizado codificando 0 mRNA.

[00138] A Figura 7 mostra a titulacdo de mRNA de Cas9 com poli-A
[LOOPA] ou apenas com adenosina da SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO : 10 ou SEQ ID NO: 11 no
ensaio de células HEK-Blue em concentracdes de 0,02-6nM, e 1uM de
RNA Unico direcionado a SEAP (SEQ ID NO: 8). Especificamente, a
Figura 7 mostra a porcentagem de inibicdo de SEAP para os construtos
ap6s uma incubacado de 48 horas, e os valores de EC50 séo fornecidos
na Tabela 3 abaixo. Todas os construtos estdo ativos.

Tabela 3: Valores de EC50 para inibicdo de SEAP

PoliA Construto de mRNA de | EC50 Erro
Cas9 Padrao

98 adenosinas | Liv (Cas9 N1Me empobrecido | 0,0627 0,0118
consecutivas em U pseudo V)
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PoliA Construto de mRNA de | EC50 Erro
Cas9 Padrao
97 adenosinas | 100 PA 0,0956 0,0041
consecutivas
SEQIDNO: 4 |16 PA 0,0692 0,0087
SEQID NO:5 |16 PAlongo 0,0705 2,223
SEQID NO:3 |25PA 0,0500 0,0213
SEQIDNO:2 |30PA 0,0591 0,0086
SEQ ID NO: 10 |12 PA 0,0549 0,0296
SEQID NO: 11 |8 PA 0,04233 0,0295

Exemplo 4 - Clonagem de PoliA longa com sequéncias de
interrupcgao

[00139] Uma cauda polyA de 300 nucleotideos de comprimento,
SEQ ID NO: 18 [300pa], foi projetada compreendendo doze sequéncias
de interrupcéo da Tabela 4 (abaixo) e 13 repeticdes de 12 adenosinas
consecutivas. As sequéncias de ancoragem de SEQ ID NOT: 18 foram
projetadas para minimizar a hibridacdo e o auto-recozimento entre as
sequéncias de interrupcéo de trinucleotideos dentro da cauda poli-A de
~ 300 nt. A Tabela 4 abaixo fornece sequéncias de interrupcdo que
minimizam o recozimento entre as sequéncias de interrupcéo e incluem
as ancoras usadas nesta experiéncia.

[00140] Para clonar a SEQ ID NO: 18, cada uma das sequéncias
PolyA-1 (SEQ ID NO: 12), PolyA-2 (SEQ ID NO: 13), PolyA-3 (SEQ ID
NO: 14) e PolyA-4 (SEQ ID NO: 15) sao criadas no mini-vetor pUC57
(Genscript). O plasmideo pAl-2 é criado amplificando a SEQ ID NO: 12
com os iniciadores Bcll1la, digerindo o produto de PCR com as enzimas

de restricdo Xhol e Acll e ligando o fragmento de restricdo ao plasmideo
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pA2 compreendendo SEQ ID NO: 13 digerido com Xhol e BstBl. O
plasmideo pA3-4 é criado da mesma maneira amplificando a SEQ ID
NO: 14 e ligando-o aos mesmos sitios de restricdo no plasmideo pA4.
O plasmideo pAl-4 (compreendendo SEQ ID NO: 18) é montado
amplificando a sequéncia SEQ ID NO: 17 de pA3-4, digerindo o
fragmento de PCR com as enzimas de restricdo Bbsl e Xbal e clonando
o fragmento de restricdo no polyA 1-2 (SEQ ID NO: 16), digerido com
as enzimas de restricdo Bbsl e Xbal. Os insertos em pAl-2 e pA3-4 sdo
avaliadas por sequenciamento Sanger de ambas as dire¢cées usando
[iniciador direto pUC-M seqg2 e iniciador reverso pUC-M seq] como
iniciadores (SEQ ID Nos: 20 e 21).

[00141] A sequéncia polyA SEQ ID NO: 18 (300PA) é excisada
digerindo pAl1-4 com Xhol e Xbal para clonagem nos mesmos sitios em
um vetor de codificacéo de proteinas. Todas as etapas sao realizadas
em condi¢des padrao.

Tabela 4:

CGG CGT CGC

CTG CTT CTC

CAG CAT CAC

CCC CCG CCT

GGG GGT GGC
GCG GCT GCC
GAG GAT GAC
GTG GTT GTC

TGG TGT TGC
TTIGTTTTTC

TAG TAT TAC
TCGTTC TCC

Peticaio 870200044782, de 08/04/2020, pég. 80/103



1/7

REIVINDICACOES

1. Acido desoxirribonucleico (DNA), caracterizado pelo
fato de que compreende nucleotideos codificando uma cauda
poliadenilada (poli-A) localizada 3' para nucleotideos codificando uma
proteina de interesse, em que a cauda poli-A compreende uma primeira
sequéncia de homopolimero de pelo menos 8 nucleotideos de adenina
(A) consecutivos e uma sequéncia de interrupcdo compreendendo um
ou mais nucleotideos ndo adenina (A).

2. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende ainda uma segunda sequéncia de homopolimero de pelo
menos nucleotideos de adenina (A) consecutivos.

3. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende trés ou mais sequéncias de homopolimeros de pelo menos
8 nucleotideos de adenina (A) consecutivos.

4. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagcdo 1, caracterizado pelo fato de que a primeira e/ou a
sequéncia de homopolimero subsequente compreende pelo menos 10,
15, 20, 25, 30, 35 ou 40 nucleotideos de adenina consecutivos.

5. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que os um ou mais
nucleotideos de ndo adenina impedem a perda de um ou mais
nucleotideos de adenina durante a replicacdo de Acido
desoxirribonucleico (DNA), em comparacado com a perda que ocorre em
um Acido desoxirribonucleico (DNA) compreendendo uma cauda 3' de
um mesmo comprimento ou similar que contém apenas nucleotideos de
adenina.

6. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que os um ou mais
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nucleotideos de ndo adenina sdo posicionados para interromper 0s
nucleotideos de adenina consecutivos, de modo que uma proteina de
ligacdo de poli(A) possa ligar a um trecho de nucleotideos de adenina
consecutivos.

7. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende pelo menos 50 nucleotideos de adenina no total.

8. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende 40-1000, 40-900, 40-800, 40-700, 40-600, 40-500, 40-400,
40-300, 40-200 ou 40-100 nucleotideos de adenina no total.

9. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende 95 a 100 nucleotideos de adenina no total.

10. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende ou contém 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96 ou 97 nucleotideos de
adenina no total.

11. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a cauda poli-A
compreende ou contém 96 ou 97 nucleotideos de adenina no total.

12. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que as uma ou mais
sequéncias de interrupcdo compreendem ou contém um nucleotideo de
ndo adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos de néo
adenina.

13. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que as uma ou mais
sequéncias de interrupcdo compreendem ou contém um nucleotideo de

nao adenina ou um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos que inclui
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dois ou mais nucleotideos de ndo adenina.

14. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 12 ou 13, caracterizado pelo fato de que o(s)
nucleotideo(s) ndo adenina esta(ao) localizado(s) apds pelo menos 8,
9, 10, 11 ou 12 nucleotideos de adenina consecutivos.

15. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que 0os um ou mais
nucleotideos de ndo adenina estdo localizados apés pelo menos 8-50
nucleotideos de adenina consecutivos.

16. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que 0os um ou mais
nucleotideos de ndo adenina estédo localizados apos pelo menos 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina consecutivos.

17. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer uma das reivindicacdes 1 a 16, caracterizado pelo fato de que
a sequéncia de interrupcdo € uma sequéncia de interrupcdo de
trinucleotideo, dinucleotideo ou mononucleotideo.

18. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 16, caracterizado pelo fato de que
a cauda poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina
ou um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos de ndo adenina a cada
8 a 50 nucleotideos de adenina consecutivos.

19. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer das reivindicacbes 1 a 16, caracterizado pelo fato de que a
cauda poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou
um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos de ndao adenina a cada 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
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47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de adenina consecutivos.

20. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacéo anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos de néo
adenina consecutivos a cada 8-50 nucleotideos de adenina
consecutivos.

21. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer uma das reivindicac¢des 1 a 20, caracterizado pelo fato de que
a cauda poli-A compreende ou contém 1, 2, 3, 4 ou 5 nucleotideos de
n&do adenina consecutivos a cada 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50 nucleotideos de
adenina consecutivos.

22. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer uma das reivindicacdes 1 a 21, caracterizado pelo fato de que
a cauda poli-A compreende ou contém mais de um nucleotideo de nao
adenina ou mais de um trecho consecutivo de 2-10 nucleotideos de néo
adenina.

23. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer reivindicacao anterior, caracterizado pelo fato de que os mais
de um nucleotideos de ndo adenina ou mais de um trecho consecutivo
de 2-10 nucleotideos de ndo adenina sdo espacados irregularmente
dentro da cauda poli-A.

24. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer reivindicacao anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou 2, 3,
4 ou 5 nucleotideos de ndo adenina consecutivos a cada 12
nucleotideos de adenina consecutivos.

25. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com

qualquer reivindicacao anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
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poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou 2, 3,
4 ou 5 nucleotideos de ndo adenina consecutivos a cada 16
nucleotideos de adenina consecutivos.

26. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacéo anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou 2, 3,
4 ou 5 nucleotideos de ndo adenina consecutivos a cada 25
nucleotideos de adenina consecutivos.

27. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacéo anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou 2, 3,
4 ou 5 nucleotideos de ndo adenina consecutivos a cada 30
nucleotideos de adenina consecutivos.

28. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacéo anterior, caracterizado pelo fato de que a cauda
poli-A compreende ou contém um nucleotideo de ndo adenina ou 2, 3,
4 ou 5 nucleotideos de n&do adenina consecutivos a cada 39
nucleotideos de adenina consecutivos.

29. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que o
nucleotideo de ndo adenina é guanina, citosina ou timina.

30. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacéo 29, caracterizado pelo fato de que o nucleotideo de nédo
adenina € um nucleotideo de guanina.

31. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacéo 29, caracterizado pelo fato de que o nucleotideo de nédo
adenina € um nucleotideo de citosina.

32. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacéo 29, caracterizado pelo fato de que o nucleotideo de néo

adenina € um nucleotideo de timina.
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33. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagao 29, caracterizado pelo fato de que compreende mais de

um nucleotideo de nao adenina selecionado de:

a. nucleotideos de guanina e timina;

b. nucleotideos de guanina e citosina;

C. nucleotideos de timina e citosina; ou

d. nucleotideos de guanina, timina e citosina.

34. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com

gualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que o
nucleotideo de ndo adenina consiste em um nucleotideo de ndo adenina
selecionado de guanina, citosina e timina.

35. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que os
nucleotideos de ndo adenina compreendem dois nucleotideos de néo
adenina selecionados de um ou mais de guanina, citosina e timina.

36. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que os
nucleotideos de ndo adenina compreendem trés nucleotideos de nédo
adenina selecionados de um ou mais de guanina, citosina e timina.

37. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que os
nucleotideos de adenina sdo monofosfato de adenosina.

38. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
qualquer reivindicacdo anterior, caracterizado pelo fato de que a
proteina € uma proteina terapéutica.

39. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacdo 38, caracterizado pelo fato de que a proteina € uma
citocina ou quimiocina.

40. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a

reivindicagdo 38, caracterizado pelo fato de que a proteina é um fator
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de crescimento.

41. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacdo 38, caracterizado pelo fato de que a proteina € Cas9 ou
Cas9 modificada.

42. Acido ribonucleico mensageiro (mMRNA),
caracterizado pelo fato de que é codificado pelo DNA como definido em
gualquer uma das reivindicagbes anteriores.

43. Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com
gualquer reivindicacao anterior, caracterizado pelo fato de que o DNA
esta dentro de um vetor.

44, Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicacédo 43, caracterizado pelo fato de que o vetor esta dentro de
uma célula hospedeira.

45, Acido desoxirribonucleico (DNA), de acordo com a
reivindicagcdo 43, caracterizado pelo fato de que os um ou mais
nucleotideos de nédo adenina previnem a perda de nucleotideos
codificando a cauda poli-A dentro do vetor durante crescimento da
célula hospedeira, em comparacédo com a perda que ocorre em um DNA
compreendendo nucleotideos codificando uma cauda poli-A de um
mesmo comprimento ou semelhante que contém apenas nucleotideos
de adenina.

46. Método para produzir mMRNA do vetor de DNA, como

definido na reivindicagdo 43, caracterizado pelo fato de que

compreende:
a. linearizar o vetor a jusante da cauda poli-A,;
b. desnaturar o vetor linearizado; e
C. contatar o DNA desnaturado com uma RNA

polimerase na presenca de nucleotideos de guanina, citosina, uracila e

adenina.
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RESUMO
"ACIDOS NUCLEICOS ESTABILIZADOS CODIFICANDO ACIDO
RIBONUCLEICO MENSAGEIRO (MRNA)".

Esta divulgacdo refere-se ao campo de caudas
poliadeniladas (poli-A). Em algumas modalidades, um DNA codifica
uma cauda poli-A localizada 3' para nucleotideos codificando uma
proteina de interesse, em que a cauda poli-A compreende um ou mais

nucleotideos de ndao adenina.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 C054A1DS8 657 10297

Campo 2

6 BB 9 EEA®G62 66 8B 362

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA EMENDAS - 04-2020 -
- Data de Geracao do Cédigo: 08/04/2020
- Hora de Geracéo do Cddigo: 14:34:11
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 8C054A1D86571097
- Campo 2: 6BB9EEA62668B362
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