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A INVENCAO REFERE-SE A SISTEMAS, METODOS E COMPOSIGOES PARA A MANIPULACAO DE
SEQUENCIAS E/OU ATIVIDADES DE SEQUENCIAS-ALVO. SAO FORNECIDOS VETORES E
SISTEMAS DE VETORES, ALGUNS DOS QUAIS CODIFICAM UM OU MAIS COMPONENTES DE UM
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COMPLEXO CRISPR NAS CELULAS EUCARIOTICAS E METODOS PARA SELECIONAR CELULAS
ESPECIFICAS ATRAVES DA INTRODUCAO DE MUTACOES PRECISAS UTILIZANDO O SISTEMA

CRISPR-CAS.
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RESUMO

ENGENHARIA DE SISTEMAS, METODOS E COMPOSIQéES—GUIA
OTIMIZADAS PARA MANIPULAQAO DE SEQUENCIAS

A invencdo refere-se a sistemas, métodos e composicdes
para a manipulacdo de sequéncias e/ou atividades de
sequéncias—-alvo. S&o fornecidos vetores e sistemas de
vetores, alguns dos quais codificam um ou mais componentes
de um complexo CRISPR, bem como métodos para a concegado e
utilizacdo desses vetores. Igualmente, sdo fornecidos
métodos de orientacdo da formacdo do complexo CRISPR nas
células eucaridéticas e métodos para selecionar células
especificas através da introducdo de mutacgdes precisas

utilizando o sistema CRISPR-Cas.
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DESCRIGAO

ENGENHARIA DE SISTEMAS, METODOS E COMPOSIQéES—GUIA
OTIMIZADAS PARA MANIPULAQAO DE SEQUENCIAS

CAMPO DA INVENCAO

A presente divulgacdo refere-se geralmente a sistemas,
métodos e composigdes utilizados para o controlo da
expressado de genes envolvendo a escolha de sequéncias-alvo,
tal como a perturbacdo de genomas ou a edigcdo de genes, que
possam utilizar sistemas de vetores relacionados com CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
- Repeticgdes Palindrdmicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Espagadas) e componentes das mesmas.
RELATORIO DA INVESTIGACAO FEDERAL

Esta invencdo foi realizada com apoio governamental
concedido pelos National Institutes of Health (Institutos
Nacionais de Saude), NIH Pioneer Award DPIMH100706. O
governo detém certos direitos na invencéo.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os recentes avangcos nas técnicas de sequenciacdo de
genomas e nos métodos de anadlise aceleraram
significativamente a capacidade para catalogar e mapear
fatores genéticos associados a uma diversa gama de doencas
e funcdes bioldgicas. As tecnologias precisas de escolha de
genomas—-alvo sdo necessarias para permitir a engenharia
inversa sistemdtica de variacgdes genéticas causais
permitindo uma perturbacdoc seletiva de elementos genéticos
individuais, bem como para avancgar as aplicacdes médicas,
biotecnoldégicas e de biologia sintética. Embora as técnicas
de edicao de genomas, tais como dedos de zinco de concecgéao,
efetores do tipo ativador de transcricdo (TALEs), ou
meganucleases de migracdo (homing) estejam disponiveis para
a producao de perturbacdes de genomas—-alvo, continuam a ser

necessarias novas tecnologias de engenharia de genomas que
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sejam acessiveis, faceis de instalar, escalédveis e
recetivas para a escolha de multiplas posigdes-alvo no
genoma eucaridtico.
SUMARIO DA INVENCAO

Existe uma necessidade urgente de técnicas e sistemas
alternativos e robustos para a escolha de sequéncias-alvo
com uma vasta série de aplicacgdes. Esta invencdo aborda
esta necessidade e fornece vantagens relacionadas. 0
CRISPR/Cas ou sistema CRISPR-Cas (ambos o0s termos séo
utilizados alternadamente em todo este pedido de patente)
ndo necessita da geracdo de proteinas personalizadas para
escolher sequéncias especificas como alvo, mas em vez disso
é possivel programar uma Unica enzima Cas através de uma
molécula de ARN pegqueno para reconhecer um alvo de ADN
especifico, por outras palavras, a enzima Cas pode ser
recrutada para um alvo de ADN especifico utilizando a
referida molécula de ARN pequeno. A adicdo do sistema
CRISPR-Cas ao repertdério de técnicas de sequenciacdo de
genomas e métodos de anadlise pode simplificar
significativamente a metodologia e acelerar a capacidade
para catalogar e mapear os fatores genéticos associados a
uma gama diversa de doencas e funcgdes bioldgicas. Para
utilizar o sistema CRISPR-Cas eficazmente para a edigcao de
genomas sem efeitos deletérios, € essencial compreender oS
aspetos de engenharia e otimizacdo destas ferramentas de
engenharia de genomas, que sao aspetos da invencéo
reivindicada.

Num aspeto, a divulgacao fornece um sistema de vetores
compreendendo um ou mals vetores. Em algumas formas de
realizacgdo, o sistema compreende: (a) um primeiro elemento
regulador ligado de modo funcional a uma sequéncia tracr-—
mate e a um ou mais locais de insercdo para inserir uma ou
mais sequéncias—-guia a montante da sequéncia tracr-mate, em
que, quando expressada, a sequéncia-guia direciona a

ligagdo especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para
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uma sequéncia-alvo numa célula, p. ex., célula eucaridtica,
em qgque o complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR
complexada com (1) a sequéncia-guia que é hibridizada para
a sequéncia-alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate dque &
hibridizada para a sequéncia tracr; e (b) um segundo
elemento regulador ligado de modo funcional a uma sequéncia
de codificacdo de enzimas que codifica a referida enzima
CRISPR compreendendo uma sequéncia de localizacdo nuclear;
em que os componentes (a) e (b) se encontram situados nos
mesmos ou em diferentes vetores do sistema. Em algumas
formas de realizacao, o componente (a) compreende ainda a
sequéncia tracr a Jjusante da sequéncia tracr-mate sob o
controlo do primeiro elemento regulador. Em algumas formas
de realizacdo, o componente (a) compreende ainda duas ou
mais sequéncias-guia ligadas de modo funcional ao primeiro
elemento regulador, em que, dquando expressadas, cada uma
das duas ou mais sequéncias-guia direciona a ligacao
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para uma
sequéncia-alvo diferente numa célula eucaridtica. Em
algumas formas de realizacgdo, o sistema compreende a
sequéncia tracr sob o controlo de um terceiro elemento
regulador, tal como um promotor da polimerase III. Em
algumas formas de realizacd&o, a sequéncia tracr apresenta,
pelo menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99% de
complementaridade de sequéncia ao longo do comprimento da
sequéncia tracr—mate quando se encontra idealmente
alinhada. Em algumas formas de realizacdo, o complexo
CRISPR compreende uma ou mais sequéncias de localizacgéao
nuclear de forca suficiente para ativar a acumulacdo do
referido complexo CRISPR numa gquantidade detetdvel no
nicleo de uma célula eucaridética. Sem ser pretendida
qualquer limitagdo a uma teoria, parte-se do principio de
que nao € necessdria uma sequéncia de localizacdo nuclear
para a atividade do complexo CRISPR nos eucariotas, mas que

a inclusdo dessas sequéncias melhora a atividade do



EP2771468B1

sistema, especialmente no gue respeita a escolha de
moléculas de 4acido nucleico como alvo no nucleo. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima CRISPR é uma enzima do
sistema CRISPR de tipo II. Em algumas formas de realizacgao,
a enzima CRISPR é uma enzima Cas9. Em algumas formas de
realizacéao, a enzima Cas9 corresponde a Cas9 de S.
pneumoniae, S. pyogenes ou S. thermophilus, e pode incluir
Cas9 mutante derivada destes organismos. A enzima pode ser
um homélogo ou ortdélogo de Cas9. Em algumas formas de
realizagdo, a enzima CRISPR tem codbes otimizados para a
expressdo numa célula eucaridtica. Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR direciona a clivagem de um ou
dois filamentos na localizacdo da sequéncia-alvo. Em
algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR nao tem
atividade de clivagem de filamentos de ADN. Em algumas
formas de realizacdo, o primeiro elemento regulador & um
promotor da polimerase TIT. Em algumas formas de
realizacdo, o segundo elemento regulador é um promotor da
polimerase IT. Em algumas formas de realizacao, a
sequéncia-guia tem, pelo menos, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25
nucledtidos, ou entre 10 e 30, ou entre 15 e 25, ou entre
15 e 20 nucledétidos de comprimento. Em geral, e em toda
esta especificacao, o termo “wetor” refere-se a uma
molécula de &cido nucleico capaz de transportar outro acido
nucleico ao gqual foi ligada. Os vetores incluem, mas nado se
limitam a, moléculas de &cido nucleico que sdo de filamento
tnico, de filamento duplo ou de filamento parcialmente
duplo; moléculas de acido nucleico que compreendem uma ou
mais extremidades livres, ou nenhumas extremidades livres
(p. ex. circulares); moléculas de 4&cido nucleico que
compreendem ADN, ARN, ou ambos; e outras variedades de
polinucledtidos conhecidos na técnica. Um tipo de vetor é
um “plasmideo”, que se refere a uma estrutura de ADN de
filamento duplo circular na qual podem ser 1inseridos

segmentos de ADN adicionais, tal como através de técnicas
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de clonagem molecular padrdo. Outro tipo de vetor é um
vetor viral, em gue as sequéncias de ADN ou ARN obtidas de
forma viral estdo presentes no vetor para o empacotamento
num virus (p. ex. retrovirus, retrovirus de replicacao
defeituosa, adenovirus, adenovirus de replicacdo defeituosa
e virus adeno-associados). Os vetores virais incluem
igualmente polinucleétidos transportados por um virus para
a transfecdo numa célula hospedeira. Determinados vetores
sdo capazes de replicacdo autdénoma numa célula hospedeira
na qual sdo introduzidos (p. ex. vetores bacterianos com
uma origem bacteriana de replicacdo e vetores de mamifero
epissomais). Outros vetores (p. ex., vetores de mamifero
ndo epissomais) sao integrados no genoma de uma célula
hospedeira na introdugdo na célula hospedeira e, desse
modo, sdo replicados Jjuntamente com o genoma hospedeiro.
Além disso, determinados vetores s&o capazes de direcionar
a expressao dos genes aos quals se encontram ligados de
modo eficaz. Esses vetores sado aqui referidos como “wetores
de expressao”. 0Os vetores de expressdao comuns de utilidade
em técnicas de ADN recombinantes encontram-se muitas vezes
na forma de plasmideos.

Os vetores de expressao recombinantes podem
compreender um 4cido nucleico numa forma adequada para a
expressdo do 4acido nucleico numa célula hospedeira, o que
significa que os vetores de expressido recombinantes incluem
um ou mais elementos reguladores que podem ser selecionados
com base nas células hospedeiras a utilizar para a
expressdo, que ¢é ligada de modo eficaz a sequéncia de
4dcidos nucleicos gque deve ser expressada. Num vetor de
expressao recombinante, o termo “ligado de modo funcional”
significa que a sequéncia de nucledtidos de interesse se
encontra ligada aos elementos reguladores de maneira a
permitir a expressdo da sequéncia de nucledétidos (p. ex.
num sistema de transcricdo/traducgdo in vitro ou numa célula

hospedeira gquando o vetor € introduzido na célula
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hospedeira) .

0 termo “elemento regulador” pretende incluir
promotores, intensificadores, locais internos de entrada do
ribossoma (IRES), e outros elementos de controlo de
expressao (p. ex. sinais de terminacdo de transcricgao, tais
como sinais de poliadenilacdo e sequéncias poli-U). Esses
elementos reguladores sao descritos, por exemplo em
Goeddel, “GENE EXPRESSION TECHNOLOGY : METHODS IN
ENZYMOLOGY” 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990).
Os elementos reguladores incluem os que direcionam a
expressdo constitutiva de uma sequéncia de nucledtidos em
muitos tipos de célula hospedeira e o0s que direcionam a
expressao da sequéncia de nucledétidos apenas em
determinadas células hospedeiras (p. ex., sequéncias
reguladoras especificas do tecido). Um promotor especifico
do tecido pode direcionar a expressao primeiramente num
tecido desejado de interesse, tal como muasculo, neurdnio,
0osso, pele, sangue, O6rgdos especificos (p. ex. figado,
péncreas), ou determinados tipos de célula (p. ex.
linfécitos). Os elementos reguladores também podem
direcionar a expressao de uma maneira dependente do tempo,
tal como de uma maneira dependente do ciclo celular ou
dependente do estddio do desenvolvimento, que pode ou nao
ser igualmente especifica do tipo de célula ou do tecido.
Em algumas formas de realizacdo, um vetor compreende um ou
mais promotores pol III (p. ex. 1, 2, 3, 4, 5 ou mais
promotores pol III), um ou mais promotores pol II (p. ex.
1, 2, 3, 4, 5 ou mais promotores pol II), um ou mais
promotores pol I (p. ex. 1, 2, 3, 4, 5 ou mais promotores
pol 1), ou combinacdes dos mesmos. Os exemplos de
promotores pol IITI incluem, mas nao se limitam a,
promotores U6 e Hl. Os exemplos de promotores pol 1II
incluem, mas sem limitacd&o, o promotor LTR do virus sarcoma
Rous (RSV) retroviral (opcionalmente com o intensificador

RSV), o promotor do citomegalovirus (CMV) (opcionalmente
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com o intensificador CMV) [consulte, p. ex., Boshart et
al., Cell, 41:521 a 530 (1985)], o promotor SvV40, o
promotor da diidrofolato redutase, o promotor p-actina, o
promotor da fosfoglicerol quinase (PGK) e o promotor EFlo.
Igualmente abrangidos pelo termo “elemento regulador” séo
os elementos intensificadores, tais como WPRE;
intensificadores CMV; o segmento R-U5" em LTR de HTLV-I
(Mol. Cell. Biol., Vol. 8(l), péags. 466 a 472, 1988);
intensificador SV40; e a sequéncia de intrdes entre os
exbes 2 e 3 de P-globina de coelho (Proc. Natl. Acad. Sci.
E.U.A., Vol. 78(3), pags. 1527 a 31, 1981). Serd apreciado
pelos peritos na técnica que a concecdo do vetor de
expressao possa depender de fatores como a escolha da
célula hospedeira a transformar, o nivel de expressao
desejado, etc. Um vetor pode ser introduzido nas células
hospedeiras para, desse modo, produzir transcricdes,

proteinas ou péptidos, incluindo péptidos ou proteinas de

fusédo, <codificados por Acidos nucleicos conforme aqui
descrito (p. ex., transcricdes CRISPR (repeticdes
palindrdémicas curtas agrupadas e regularmente
interpoladas), proteinas, enzimas, formas mutantes das

mesmas, proteinas de fusdo das mesmas, etc.).

Os vetores vantajosos incluem lentivirus e virus
adeno—-associados, e € igualmente possivel selecionar tipos
desses vetores para a escolha de determinados tipos de
células-alvo.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um vetor que
compreende um elemento regulador ligado de modo funcional a
uma sequéncia de codificacdo de enzimas que codifica uma
enzima CRISPR compreendendo uma ou mais sequéncias de
localizacdo nuclear. Em algumas formas de realizacdo, o
referido elemento regulador ativa a transcricdo da enzima
CRISPR numa célula eucaridtica, de modo a que a referida
enzima CRISPR seja acumulada numa quantidade detetavel no

nicleo da célula eucaridtica. Em algumas formas de
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realizacgao, 0 elemento regulador €& um promotor da
polimerase II. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR ¢é uma enzima do sistema CRISPR de tipo II. Em
algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma enzima
Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima Cas?9
corresponde a Cas9 de S. pneumoniae, S. pyogenes ou S.
thermophilus, e pode incluir Cas9 mutante derivada destes
organismos. Em algumas formas de realizagdao, a enzima
CRISPR tem codbes otimizados para a expressdo numa célula
eucaridética. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR direciona a clivagem de um ou dois filamentos na
localizacdo da sequéncia-alvo. Em algumas formas de
realizacgcdo, a enzima CRISPR ndo tem atividade de clivagem
de filamentos de ADN.

Num aspeto, a divulgacao fornece uma enzima CRISPR que
compreende uma ou mais sequéncias de localizacdo nuclear de
forgca suficiente para ativar a acumulacédo da referida
enzima CRISPR numa qguantidade detetavel no nutcleo de uma
célula eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, a
enzima CRISPR €& uma enzima do sistema CRISPR de tipo II. Em
algumas formas de realizacgdo, a enzima CRISPR & uma enzima
Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima Cas9
corresponde a Cas9 de S. pneumoniae, S. pyogenes ou S.
thermophilus, e pode incluir Cas9 mutante derivada destes
organismos. A enzima pode ser um homdélogo ou ortdlogo de
Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR nao
tem a capacidade para clivar um ou mais filamentos de uma
sequéncia-alvo a qual se liga.

Num aspeto, a divulgacdo fornece uma célula hospedeira
eucaridética qgue compreende (a) um primeiro elemento
regulador ligado de modo funcional a uma sequéncia tracr-—
mate e a um ou mais locais de insercdo para inserir uma ou
mais sequéncias—-guia a montante da sequéncia tracr-mate, em
que, quando expressada, a sequéncia-guia direciona a

ligagdo especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para
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uma sequéncia-alvo numa célula eucaridtica, em gue o
complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR complexada com
(1) a sequéncia-guia que ¢é hibridizada para a sequéncia-
alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate que é hibridizada para a
sequéncia tracr; e/ou (b) um segundo elemento regulador
ligado de modo funcional a uma sequéncia de codificacédo de
enzimas que codifica a referida enzima CRISPR compreendendo
uma sequéncia de localizacdo nuclear. Em algumas formas de
realizacdo, a célula hospedeira compreende os componentes
(a) e (b). Em algumas formas de realizacdo, o componente
(a), o componente (b) ou os componentes (a) e (b) séao
integrados de forma estavel num genoma da célula
eucariodética hospedeira. Em algumas formas de realizacdo, o
componente (a) compreende ainda a sequéncia tracr a jusante
da sequéncia tracr-mate sob o controlo do primeiro elemento
regulador. Em algumas formas de realizagdo, o componente
(a) compreende ainda duas ou mais sequéncias—-guia ligadas
de modo funcional ao primeiro elemento regulador, em que,
quando expressadas, cada uma das duas ou mais sequéncias-
guia direciona a ligacdo especifica da sequéncia de um
complexo CRISPR para uma sequéncia-alvo diferente numa
célula eucaridtica. Em algumas formas de realizacgdo, a
célula hospedeira eucaridética compreende ainda um terceiro
elemento regulador, tal como um promotor da polimerase III,
ligado de modo funcional & referida sequéncia tracr. Em
algumas formas de realizacd&o, a sequéncia tracr apresenta,
pelo menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99% de
complementaridade de sequéncia ao longo do comprimento da
sequéncia tracr—mate quando se encontra idealmente
alinhada. Em algumas formas de realizagdo, a enzima CRISPR
compreende uma ou mails sequéncias de localizacdo nuclear de
forca suficiente para ativar a acumulacdo da referida
enzima CRISPR numa qguantidade detetdavel no nutcleo de uma
célula eucaridtica. Em algumas formas de realizacédo, a

enzima CRISPR €& uma enzima do sistema CRISPR de tipo II. Em
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algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma enzima
Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a enzima Cas?9
corresponde a Cas9 de S. pneumoniae, S. pyogenes ou S.
thermophilus, e pode incluir Cas9 mutante derivada destes
organismos. A enzima pode ser um homdélogo ou ortdlogo de
Cas9. Em algumas formas de realizagdo, a enzima CRISPR tem
coddes otimizados para a expressdao numa célula eucaridtica.
Em algumas formas de realizacd&o, a enzima CRISPR direciona
a clivagem de um ou dois filamentos na 1localizacdo da
sequéncia-alvo. Em algumas formas de realizacdo, a enzima
CRISPR ndo tem atividade de clivagem de filamentos de ADN.
Em algumas formas de realizacdo, o primeiro elemento
regulador ¢é um promotor da polimerase III. Em algumas
formas de realizacdo, o segundo elemento regulador €& um
promotor da polimerase II. Em algumas formas de realizacdao,
a sequéncia-guia tem, pelo menos, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
25 nucledétidos, ou entre 10 e 30, ou entre 15 e 25, ou
entre 15 e 20 nucledétidos de comprimento. Num aspeto, a
divulgagdo fornece um organismo eucaridético nado humano;
preferencialmente um organismo eucaridtico multicelular,
compreendendo uma célula hospedeira eucaridética de acordo
com qualquer uma das formas de realizagdo descritas.
Noutros aspetos, a divulgacéao fornece um organismo
eucaridético; preferencialmente um organismo eucaridtico
multicelular, compreendendo uma célula hospedeira
eucaridética de acordo com gualquer uma das formas de
realizacgdo descritas. O organismo em algumas formas de
realizacdo destes aspetos pode ser um animal; por exemplo
um mamifero. Igualmente, o organismo pode ser um artrdépode,
tal como um inseto. O organismo também pode ser uma planta.
Além disso, o organismo pode ser um fungo.

Num aspeto, a divulgacado fornece um kit compreendendo
um ou mais dos componentes aqui descritos. Em algumas
formas de realizagd&o, o kit compreende um sistema de

vetores e instrugdes de utilizacdo do kit. Em algumas

10
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formas de realizacdo, o sistema de vetores compreende (a)
um primeiro elemento regulador ligado de modo funcional a
uma sequéncia tracr-mate e a um ou mais locails de insercéo
para inserir uma ou mais sequéncias-guia a montante da
sequéncia tracr-mate, em que, quando expressada, a
sequéncia-guia direciona a ligacédo especifica da segquéncia
de um complexo CRISPR para uma sequéncia-alvo numa célula
eucaridética, em que o complexo CRISPR compreende uma enzima
CRISPR complexada com (1) a sequéncia-guia que é
hibridizada para a sequéncia-alvo, e (2) a sequéncia tracr-
mate que € hibridizada para a sequéncia tracr; e/ou (b) um
segundo elemento regulador ligado de modo funcional a uma
sequéncia de codificacdo de enzimas que codifica a referida
enzima CRISPR compreendendo uma sequéncia de localizacédo
nuclear. Em algumas formas de realizacdo, o kit compreende
os componentes (a) e (b) situados nos mesmos ou em
diferentes vetores do sistema. Em algumas formas de
realizacdo, o componente (a) compreende ainda a sequéncia
tracr a Jjusante da sequéncia tracr-mate sob o controlo do
primeiro elemento regulador. Em algumas formas de
realizacgcdo, o componente (a) compreende ainda duas ou mais
sequéncias—-guia ligadas de modo funcional ao primeiro
elemento regulador, em que, quando expressadas, cada uma
das duas ou mais sequéncias-guia direciona a ligacgéao
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para uma
sequéncia-alvo diferente numa célula eucaridtica. Em
algumas formas de realizacdo, o sistema compreende ainda um
terceiro elemento regulador, tal como um promotor da
polimerase III, ligado de modo funcional a referida
sequéncia tracr. Em algumas formas de realizacéao, a
sequéncia tracr apresenta, pelo menos, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 95% ou 99% de complementaridade de sequéncia ao longo
do comprimento da sequéncia tracr-mate gquando se encontra
idealmente alinhada. Em algumas formas de realizacdo, a

enzima CRISPR compreende uma ou mails sequéncias de
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localizagcdo nuclear de forgca suficiente para ativar a
acumulacdao da referida enzima CRISPR numa quantidade
detetdavel no nlUcleo de uma célula eucaridética. Em algumas
formas de realizacdo, a enzima CRISPR ¢ uma enzima do
sistema CRISPR de tipo II. Em algumas formas de realizacao,
a enzima CRISPR é uma enzima Cas9. Em algumas formas de
realizacgao, a enzima Cas9 corresponde a Cas9 de S.
pneumoniae, S. pyogenes ou S. thermophilus, e pode incluir
Cas9 mutante derivada destes organismos. A enzima pode ser
um homdélogo ou ortdlogo de Cas9. Em algumas formas de
realizacgcdo, a enzima CRISPR tem coddes otimizados para a
expressdo numa célula eucaridtica. Em algumas formas de
realizagdo, a enzima CRISPR direciona a clivagem de um ou
dois filamentos na localizagdo da sequéncia-alvo. Em
algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR nao tem
atividade de c¢livagem de filamentos de ADN. Em algumas
formas de realizacdo, o primeiro elemento regulador €& um
promotor da polimerase ITT. Em algumas formas de
realizacdo, o segundo elemento regulador é um promotor da
polimerase IT. Em algumas formas de realizacao, a
sequéncia-guia tem, pelo menos, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25
nucledétidos, ou entre 10 e 30, ou entre 15 e 25, ou entre
15 e 20 nucledétidos de comprimento.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de
modificacgéo de um polinucledétido-alvo numa célula
eucaridética. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreende a permissdo a um complexo CRISPR para O mesmo se
ligar ao polinucledétido-alvo para efetuar a clivagem do
referido polinucledétido-alvo, modificando assim o)
polinucledtido-alvo, em que o complexo CRISPR compreende
uma enzima CRISPR complexada com uma sequéncia-guia
hibridizada para uma sequéncia-alvo no referido
polinucledtido-alvo, em que a referida sequéncia-guia se
encontra ligada a uma sequéncia tracr-mate que, por sua

vez, ¢é hibridizada para uma sequéncia tracr. Em algumas
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formas de realizacdo, a referida clivagem compreende a
clivagem de um ou dois filamentos na localizacdo da
sequéncia-alvo pela referida enzima CRISPR. Em algumas
formas de realizacdo, a referida clivagem resulta numa
menor transcricdao de um gene-alvo. Em algumas formas de
realizacdo, o método compreende ainda a reparacdo do
referido polinucledétido-alvo clivado através da
recombinacdo homdéloga com um polinucledtido de modelo
exbégeno, em que a referida reparacgdo resulta numa mutacgio
compreendendo uma insercdo, delecdo ou substituicdo de um
ou mais nucledétidos do referido polinucledétido-alvo. Em
algumas formas de realizacao, a referida mutacdo resulta
numa ou em mais alteracdes de aminocdcido numa proteina
expressada a partir de um gene que compreende a sequéncia-
alvo. Em algumas formas de realizacdo, o método compreende
ainda a distribuicdo de um ou mais vetores a referida
célula eucaridética, em gque um ou mais vetores ativam a
expressao de uma ou mais entre: a enzima CRISPR, a
sequéncia-guia ligada a sequéncia tracr-mate e a sequéncia
tracr. Em algumas formas de realizacdo, os referidos
vetores sdo distribuidos a célula eucaridética num sujeito.
Em algumas formas de realizacdo, a referida modificacgéao
ocorre na referida célula eucaridtica numa cultura de
células. Em algumas formas de realizacéao, o método
compreende ainda 0 isolamento da referida célula
eucaridética de um sujeito antes da referida modificagdo. Em
algumas formas de realizacdo, o método compreende ainda a
devolugdo da referida célula eucaridtica e/ou células dai
derivadas ao referido sujeito.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de
modificacdo de expressdo de um polinucledétido numa célula
eucaridética. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreende a permissdo a um complexo CRISPR para O mesmo se
ligar ao polinucledétido, de modo a que a referida ligacéo

resulte numa maior ou menor expressao do referido
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polinucledétido, em que o complexo CRISPR compreende uma
enzima CRISPR complexada com uma sequéncia-guia hibridizada
para uma sequéncia-alvo no referido polinucledtido, em gue
a referida sequéncia-guia se encontra ligada a uma
sequéncia tracr-mate que, por sua vez, ¢ hibridizada para
uma sequéncia tracr. Em algumas formas de realizacdo, o
método compreende ainda a distribuicdo de um ou mais
vetores as referidas células eucaridticas, em qgue um ou
mais vetores ativam a expressdao de uma ou mais entre: a
enzima CRISPR, a sequéncia-guia ligada a sequéncia tracr-
mate e a sequéncia tracr.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de geracgao
de uma célula eucaridética modelo compreendendo um gene da
doenca mutante. Em algumas formas de realizacdo, um gene da
doenca corresponde a qualgquer gene associado a um aumento
no risco de ter ou desenvolver uma doenga. Em algumas
formas de realizacgdo, o método compreende (a) a introducgdo
de um ou mais vetores numa célula eucaridtica, em gue um ou
mais vetores ativam a expressdo de uma ou mais entre: uma
enzima CRISPR, uma sequéncia-guia ligada a uma sequéncia
tracr-mate e uma sequéncia tracr; e (b) a permissdo a um
complexo CRISPR para © mesmo se ligar a um polinucledtido-
alvo para efetuar a clivagem do polinucleétido-alvo no
referido gene da doenca, em que o complexo CRISPR
compreende a enzima CRISPR complexada com (1) a sequéncia-
guia que ¢ hibridizada para a sequéncia-alvo no
polinucledtido-alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate que &
hibridizada para a sequéncia tracr, gerando assim uma
célula eucaridética modelo compreendendo um gene da doencga
mutante. Em algumas formas de realizacéo, a referida
clivagem compreende a clivagem de um ou dois filamentos na
localizacdo da sequéncia-alvo pela referida enzima CRISPR.
Em algumas formas de realizacado, a referida clivagem
resulta numa menor transcric¢do de um gene-alvo. Em algumas

formas de realizacdo, o método compreende ainda a reparacgdo
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do referido polinucledtido—alvo clivado através da
recombina¢gdo homdéloga com um polinucledtido de modelo
exbégeno, em que a referida reparacgdo resulta numa mutacgao
compreendendo uma insercado, delecdo ou substituicdo de um
ou mais nucledétidos do referido polinucledtido-alvo. Em
algumas formas de realizacao, a referida mutacdo resulta
numa ou em mais alteracdes de aminodcido numa expressdo de
proteinas a partir de um gene que compreende a sequéncia-
alvo.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de
desenvolvimento de um agente Dbiologicamente ativo que
modula um evento de sinalizacdo de célula associado a um
gene da doenca. Em algumas formas de realizacdo, um gene da
doencga corresponde a qualguer gene associado a um aumento
no risco de ter ou desenvolver uma doenca. Em algumas
formas de realizacdo, o método compreende (a) o contacto de
um composto de teste com uma célula modelo de qualgquer uma
das formas de realizacdao descritas; e (b) a detecao de uma
alteracdo numa leitura que € indicativa de uma reducgdo ou
de um aumento de um evento de sinalizacgdo de célula
associado a referida mutacdo no referido gene da doenca,
desenvolvendo assim o referido agente biologicamente ativo
que modula o referido evento de sinalizagdo de célula
associado ao referido gene da doenca.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um polinucledtido
recombinante compreendendo uma sequéncia-guia a montante de
uma sequéncia tracr-mate, em que a sequéncia-guia, gquando
expressada, direciona a ligacgdo especifica da sequéncia de
um complexo CRISPR para uma sequéncia-alvo correspondente
presente numa célula eucaridética. Em algumas formas de
realizacdo, a sequéncia-alvo é uma sequéncia viral presente
numa célula eucaridtica. Em algumas formas de realizacdo, a
sequéncia-alvo é um proto-oncogene ou um oncogene.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de selecéo

de uma ou mais células procaridticas através da introducgao
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de uma ou mais mutag¢des num gene numa ou em mais células
procaridéticas, o método compreendendo: a introducdo de um
ou mails vetores nas células procaridéticas, em gque um ou
mais vetores ativam a expressdao de um ou mais dos
seguintes: uma enzima CRISPR, uma sequéncia-guia ligada a
uma sequéncia tracr-mate, uma sequéncia tracr e um modelo
de edicao; em que o modelo de edicdo compreende uma ou mais
mutagdes que anulam a clivagem da enzima CRISPR; a
permissdao da recombinacdo homéloga do modelo de edigdo com
o polinucledétido-alvo naf(s) célula(s) a selecionar; a
permissdo a um complexo CRISPR para o mesmo se ligar a um
polinucledtido-alvo para efetuar a clivagem do
polinucledétido-alvo no referido gene, em gque o complexo
CRISPR compreende a enzima CRISPR complexada com (1) a
sequéncia-guia que ¢é hibridizada para a sequéncia-alvo no
polinucledétido-alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate dque &
hibridizada para a sequéncia tracr, em que a ligacdo do
complexo CRISPR ao polinucledtido-alvo induz a morte
celular, permitindo assim uma ou mais células procaridticas
nas quais foram introduzidas uma ou mais mutacdes para
serem selecionadas. Numa forma de realizacdo preferida, a
enzima CRISPR é Cas9. Noutro aspeto da invencédo, a célula a
selecionar pode ser uma célula eucaridtica. Os aspetos da
invengdo permitem a selecdo de <células especificas sem
necessitar de um marcador de selecdo ou um processo de duas
etapas que possa incluir um sistema de selecgdo inversa.

Em alguns aspetos, a divulgacao fornece uma composicao
produzida ou que ocorre de forma ndo natural compreendendo
uma sequéncia de polinucledtidos de ARN quimérico (ARNqui)
de sistema CRISPR-Cas, em que a sequéncia de
polinucledtidos compreende (a) uma sequéncia-guia capaz de
hibridizacéo para uma sequéncia-alvo numa célula
eucaridtica, (b) uma sequéncia tracr-mate, e (c) uma
sequéncia tracr, em que (a), (b) e (c) sado dispostos numa

orientacdo de 5’ para 3’, em que, dgquando transcrita, a
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sequéncia tracr-mate é hibridizada para a sequéncia tracr,
e a sequéncia-guia direciona a ligacdo especifica da
sequéncia de um complexo CRISPR para a sequéncia-alvo, em
que o complexo CRISPR compreende uma enzima CRISPR
complexada com (1) a sequéncia-guia que é hibridizada para
a sequéncia-alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate que &
hibridizada para a sequéncia tracr,

ou

um sistema de enzima CRISPR, em que o sistema é codificado
por um sistema de vetores compreendendo um ou mails vetores
compreendendo I. um primeiro elemento regulador ligado de
modo funcional a uma sequéncia de polinucledétidos de ARN
quimérico (ARNqui) de sistema CRISPR-Cas, em que a
sequéncia de polinucledétidos compreende (a) uma ou mais
sequéncias—-guia capazes de hibridizacdo para uma ou mais
sequéncias—alvo numa célula eucaridtica, (b) uma sequéncia
tracr-mate, e (c¢) uma ou mais sequéncias tracr, e II. um
segundo elemento regulador ligado de modo funcional a uma
sequéncia de codificacdo de enzimas que codifica uma enzima
CRISPR compreendendo, pelo menos, uma ou mais sequéncias de
localizacdo nuclear, em que (a), (b) e (c) sao dispostas
numa orientacdo de 5’ para 3’, em que o0s componentes I e II
se encontram situados nos mesmos ou em diferentes vetores
do sistema, em que, quando transcrita, a sequéncia tracr-
mate é hibridizada para a sequéncia tracr, e a sequéncia-
guia direciona a ligacdo especifica da sequéncia de um
complexo CRISPR para a sequéncia-alvo, em que o complexo
CRISPR compreende a enzima CRISPR complexada com (1) a
sequéncia-guia que ¢é hibridizada para a segquéncia-alvo, e
(2) a sequéncia tracr-mate que € hibridizada para a
sequéncia tracr, ou um sistema de enzima CRISPR
multiplexado, em que o sistema & codificado por um sistema
de vetores compreendendo um ou mals vetores compreendendo
I. um primeiro elemento regulador ligado de modo funcional

a (a) uma ou mais sequéncias—-guia capazes de hibridizacao
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para uma sequéncia-alvo numa célula, e (b) pelo menos uma
ou mails sequéncias tracr-mate, II. um segundo elemento
regulador 1ligado de modo funcional a uma sequéncia de
codificacdo de enzimas que codifica uma enzima CRISPR, e
ITI. um terceiro elemento regulador ligado de modo
funcional a uma sequéncia tracr, em que os componentes I,
IT e III se encontram situados nos mesmos ou em diferentes
vetores do sistema, em que, gquando transcrita, a seqguéncia
tracr-mate € hibridizada para a sequéncia tracr, e a
sequéncia-guia direciona a ligacdo especifica da sequéncia
de um complexo CRISPR para a sequéncia-alvo, em dgue o
complexo CRISPR compreende a enzima CRISPR complexada com
(1) a sequéncia-guia que ¢é hibridizada para a sequéncia-
alvo, e (2) a sequéncia tracr-mate que é hibridizada para a
sequéncia tracr, e em que, no sistema multiplexado, séo
utilizadas maltiplas sequéncias-guia e uma Unica segquéncia
tracr; e em gue uma ou mais das sequéncias-guia, tracr e
tracr-mate sdo modificadas para melhorar a estabilidade.

Em aspetos da invencédo, a modificacdo compreende uma
estrutura secundédria produzida. Por exemplo, a modificacao
pode compreender uma reducdo numa regidao de hibridizacéao
entre a sequéncia tracr-mate e a sequéncia tracr. Por
exemplo, a modificacdo também pode compreender a fusido da
sequéncia tracr-mate e da sequéncia tracr através de uma
estrutura artificial. A modificacdo pode compreender a
sequéncia tracr com um comprimento entre 40 e 120 pb. Nas
formas de realizacdo, a sequéncia tracr tem entre 40 pb e o
comprimento total de tracr. Em determinadas formas de
realizacgdo, o comprimento de ARNtrac inclui, pelo menos,
nucledétidos 1-67 e, em algumas formas de realizacédo, pelo
menos, nucledétidos 1-85 do ARNtrac de tipo selvagem. Em
algumas formas de realizacdo, podem ser utilizados pelo
menos o0s nucledétidos correspondentes aos nucledtidos 1-67
ou 1-85 de ARNtrac Cas9 de S. pyvogenes de tipo selvagem.

Quando o sistema CRISPR utiliza enzimas diferentes de Cas9,
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ou diferentes de SpCas9, podem estar presentes oS
nucledétidos correspondentes no ARNtrac de tipo selvagem
relevante. Em algumas formas de realizacdao, o comprimento
de ARNtrac nao inclui mais do que os nucledétidos 1-67 ou 1-
85 do ARNtrac de tipo selvagem. A modificacdo pode
compreender a otimizacdo da sequéncia. Em determinados
aspetos, a otimizacdo da sequéncia pode compreender a
reducdo da incidéncia de sequéncias poliT na sequéncia
tracr e/ou tracr-mate. A otimizacdo da sequéncia pode ser
combinada com a reduc¢do na regiao de hibridizacdo entre a
sequéncia tracr-mate e a sequéncia tracr; por exemplo, uma
sequéncia tracr de comprimento reduzido.

Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas
ou o sistema de enzima CRISPR, em que a modificacéo
compreende a reducdo nas sequéncias poliT na sequéncia
tracr e/ou tracr-mate. Em alguns aspetos, um ou mais Ts
presentes numa sequéncia poli-T da sequéncia de tipo
selvagem relevante (ou seja, um alongamento superior a 3,
4, 5, 6 ou mais bases T contiguas; em algumas formas de
realizagdao, um alongamento nao superior a 10, 9, 8, 7, 6
bases T contiguas) podem ser substituidos por um nucledtido
ndo T, p. ex., um A, de modo a que a série seja decomposta
em alongamentos mais pequenos de Ts com cada alongamento
tendo 4, ou menos de 4 (por exemplo, 3 ou 2) Ts contiguos.
E possivel utilizar ©bases diferentes de A para a
substituic¢do, por exemplo C ou G, ou nucledétidos que
ocorrem de forma ndo natural ou nucledtidos modificados. Se
a série de Ts estiver envolvida na formacgdo de um gancho
(hairpin) (ou estrutura em pedunculo (stem loop)), &
vantajoso que a base complementar para a base nao T seja
alterada para complementar o nucledtido ndo T. Por exemplo,
se a base ndo T for um A, o respetivo complemento pode ser
alterado para um T, p. ex., para preservar ou ajudar na
preservacdo da estrutura secundaria. Por exemplo, 5'-TTTTT

pode ser alterado para se tornar 5’'-TTTAT e o 5’"-AAAAA
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complementar pode ser alterado para 5’ -ATAAA.

Num aspeto, a divulgacao fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a modificacéao
compreende a adicdo de uma sequéncia de terminador poliT.
Num aspeto, a divulgacao fornece o sistema CRISPR-Cas ou o
sistema de enzima CRISPR, em que a modificacdo compreende a
adicdo de uma sequéncia de terminador poliT nas sequéncias
tracr e/ou tracr—-mate. Num aspeto, a divulgacdo fornece o
sistema CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
modificacdo compreende a adigcdo de uma sequéncia de
terminador poliT na sequéncia-guia. A sequéncia de
terminador poliT pode compreender 5 bases T contiguas, ou
mais de 5.

Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a modificacéao
compreende a alteracdo de estruturas (loops) e/ou ganchos
(hairpins). Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema
CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
modificagdo compreende o fornecimento de um minimo de dois
ganchos na sequéncia-guia. Num aspeto, a divulgagdo fornece
o sistema CRISPR-Cas ou o sistema de enzima CRISPR, em que
a modificacdo compreende o fornecimento de um gancho
formado mediante complementacdo entre a sequéncia tracr e
tracr-mate (repeticdo direta). Num aspeto, a divulgacgao
fornece o sistema CRISPR-Cas ou o sistema de enzima CRISPR,
em que a modificacdo compreende o fornecimento de um ou
mais ganchos na extremidade 3’, ou em direcdo a mesma, da
sequéncia de ARNtracr. Por exemplo, ¢é possivel formar um
gancho fornecendo sequéncias autocomplementares na
sequéncia ARNtrac unidas por uma estrutura, de modo a que
um gancho seja formado no préprio dobramento. Num aspeto, a
divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR, em que a modificacao compreende o
fornecimento de ganchos suplementares adicionados ao 3’ da

sequéncia-guia. Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema

20



EP2771468B1

CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
modificagcdo compreende o aumento da extremidade 5’ da
sequéncia-guia. Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema
CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
modificacgcdao compreende o fornecimento de um ou mais ganchos
na extremidade 5’ da sequéncia-guia. Num aspeto, a
divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR, em que a modificagdo compreende a juncgao da
sequéncia (5’ -AGGACGAAGTCCTAA) a extremidade 57 da
sequéncia-guia. Outras sequéncias adequadas para formar
ganchos serdo conhecidas do perito na técnica, e podem ser
utilizadas em determinados aspetos da invencdo. Em alguns
aspetos, sao fornecidos, pelo menos, 2, 3, 4, 5 ou mais
ganchos adicionais. Em alguns aspetos, nao sdo fornecidos
mais de 10, 9, 8, 7, 6 ganchos adicionais. Num aspeto, a
divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR, em que a modificacdo compreende dois
ganchos. Num aspeto, a divulgacadao fornece o sistema CRISPR-
Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a modificacgéao
compreende trés ganchos. Num aspeto, a divulgacdo fornece o
sistema CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
modificacdo compreende, no maximo, cinco ganchos.

Num aspeto, a divulgacado fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a modificacéao
compreende o fornecimento de reticulagdo, ou o fornecimento
de um ou mais nucledtidos modificados na sequéncia de
polinucleétidos. Os nucledtidos modificados e/ou a
reticulagdo podem ser fornecidos em gqualquer uma ou em
todas as sequéncias tracr, tracr-mate e/ou guia, e/ou na
sequéncia de codificacdo de enzimas e/ou nas sequéncias de
vetores. As modificac¢des podem incluir a inclusao de, pelo
menos, um nucledétido que ocorre de forma ndo natural, ou um
nucledtido modificado, ou andlogos dos mesmos. Os
nucledétidos modificados podem ser modificados na metade de

ribose, fosfato e/ou base. Os nucledétidos modificados podem
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incluir andlogos de 2’'-0O-metil, andlogos de 2’-desoxi ou
andlogos de 2’'-fluoro. A estrutura principal do 4&cido
nucleico pode ser modificada, por exemplo, pode ser
utilizada uma estrutura principal de fosforotioato. A
utilizagdo de 4&cidos nucleicos bloqueados (LNA - Locked
Nucleic Acids) ou &acidos nucleicos com ponte (BNA - Bridged
Nucleic Acids) também pode ser possivel. Outros exemplos de
bases modificadas incluem, mas ndo se limitam a, 2-
aminopurina, S-bromo-uridina, pseudouridina, inosina, 7-
metilguanosina.

Serd compreendido que qualquer uma ou todas as
modificagdes acima podem ser fornecidas separadamente ou em
combinag¢do num determinado sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR. Esse sistema pode incluir uma, duas, trés,
quatro, cinco ou mais das referidas modificacgdes.

Num aspeto, a invencdo fornece o sistema CRISPR-Cas ou
sistema de enzima CRISPR, em que a enzima CRISPR & uma
enzima do sistema CRISPR de tipo II, p. ex., uma enzima
Cas9. Num aspeto, a divulgacgao fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a enzima CRISPR &
constituida por menos de mil aminodcidos, ou menos de
quatro mil aminodcidos. Num aspeto, a divulgacdo fornece o
sistema CRISPR-Cas ou sistema de enzima CRISPR, em que a
enzima Cas9 corresponde a StCas9 ou StlCas9, ou a enzima
Cas9 corresponde a uma enzima Cas9 de um organismo

selecionado a partir do grupo gque consiste em genus

Streptococcus, Campylobacter, Nitratifractor,
Staphylococcus, Parvibaculum, Roseburia, Neisseria,
Gluconacetobacter, Azospirillum, Sphaerochaeta,

Lactobacillus, FEubacterium ou Corynebacterium. Num aspeto,
a 1invencédo fornece o sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR, em que a enzima CRISPR ¢ uma nuclease que
direciona a clivagem de ambos os filamentos na localizacgdao
da sequéncia-alvo.

Num aspeto, a divulgacado fornece o sistema CRISPR-Cas
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ou sistema de enzima CRISPR, em gue o0 primeiro elemento
regulador é um promotor da polimerase III. Num aspeto, a
divulgag¢do fornece o sistema CRISPR-Cas ou sistema de
enzima CRISPR, em que o segundo elemento regulador € um
promotor da polimerase II.

Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em gque a sequéncia-guia
compreende, pelo menos, quinze nucledtidos.

Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a modificacéo
compreende a sequéncia tracr otimizada e/ou o ARN de
sequéncia-guia otimizada e/ou a estrutura de codobramento
de sequéncia tracr e/ou sequéncias tracr-mate e/ou
estruturas secunddrias de estabilizag¢do de sequéncia tracr
e/ou sequéncia tracr com uma regido reduzida de pares de
bases e/ou elementos ARN fundidos de sequéncia tracr; e/ou
no sistema multiplexado existem dois ARNs compreendendo um
tracador e compreendendo uma diversidade de guias ou um ARN
compreendendo uma diversidade de quiméricos.

Em certos aspetos, a arquitetura de ARN qguimérico é
ainda otimizada de acordo com o0s resultados de estudos de
mutagénese. No ARN quimérico com dois ou mais ganchos
(hairpins), as mutacgdes na repeticdo direta proximal para
estabilizar o gancho podem resultar na ablacdo da atividade
do complexo CRISPR. As mutacdes na repeticdo direta distal
para encurtar ou estabilizar o gancho podem n&o ter nenhum
efeito na atividade do complexo CRISPR. A selecdo aleatdria
da sequéncia na regido de protuberancia entre as repeticdes
proximal e distal ©pode reduzir significativamente a
atividade do complexo CRISPR. As alteragdes no unico par de
bases ou a selecdo aleatdria da sequéncia na regido de
ligante entre ganchos podem resultar na perda completa da
atividade do complexo CRISPR. A estabilizacgcdo do gancho dos
ganchos distais que seguem o primeiro gancho apds a

sequéncia-guia pode resultar na manutencao ou no
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melhoramento da atividade do complexo CRISPR. Em
conformidade, nas formas de —realizacdo preferidas, a
arquitetura de ARN quimérico pode ser ainda otimizada
através da geracdo de um ARN guimérico mais pequeno que
possa ser benéfico para as opgdes de administracéo
terapéutica e outras utilizacgdes, e isto pode ser alcangado
alterando a repeticdo direta distal de modo a encurtar ou
estabilizar o) gancho. Noutras formas de realizacao
preferidas, a arquitetura de ARN guimérico pode ser ainda
otimizada estabilizando um ou mais dos ganchos distais. A
estabilizacdo dos ganchos pode incluir a modificagdo de
sequéncias adequadas para a formacdo de ganchos. Em alguns
aspetos, sao fornecidos, pelo menos, 2, 3, 4, 5 ou mais
ganchos adicionais. Em alguns aspetos, nao sdo fornecidos
mais de 10, 9, 8, 7, 6 ganchos adicionais. Em alguns
aspetos, a estabilizacdo pode ser a reticulacdo e outras
modificacbes. As modificagdes podem incluir a inclusdo de,
pelo menos, um nucledétido que ocorre de forma nédo natural,
ou um nucledétido modificado, ou andlogos dos mesmos. Os
nucledétidos modificados podem ser modificados na metade de
ribose, fosfato e/ou base. 0s nucledtidos modificados podem
incluir andlogos de 2’'-0-metil, andlogos de 2’'-desoxi ou
andlogos de 2’-fluoro. A estrutura principal do 4&cido
nucleico pode ser modificada, por exemplo, pode ser
utilizada uma estrutura principal de fosforotioato. A
utilizagcédo de &cidos nucleicos bloqueados (LNA) ou acidos
nucleicos com ponte (BNA) também pode ser possivel. Outros
exemplos de bases modificadas incluem, mas nao se limitam
a, Z2-aminopurina, b5-bromo-uridina, pseudouridina, inosina,
7-metilguanosina.

Num aspeto, a divulgacdo fornece o sistema CRISPR-Cas
ou sistema de enzima CRISPR, em que a enzima CRISPR tem
coddes otimizados para a expressado numa célula eucaridtica.

Em conformidade, em alguns aspetos, o comprimento do

ARNtrac necessdrio numa construgdo da invencdo, p. ex., uma
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construcdo quimérica, ndo necessita necessariamente de ser
fixo, e em alguns aspetos pode ter entre 40 e 120 pb, e em
alguns aspetos até ao comprimento total do tracr, p. ex.,
em alguns aspetos até a extremidade 3’ de tracr conforme
realcado pelo sinal de terminacgdao de transcrigao no genoma
bacteriano. Em determinadas formas de realizacéao, o)
comprimento de ARNtrac inclui, pelo menos, nucledtidos 1-67
e, em algumas formas de realizacdo, pelo menos, nucledtidos
1-85 do ARNtrac de tipo selvagem. Em algumas formas de
realizacéo, podem ser utilizados, pelo menos, 0s
nucledétidos correspondentes aos nucledtidos 1-67 ou 1-85 de
ARNtracr Cas9 de S. pyogenes de tipo selvagem. Quando o
sistema CRISPR utiliza enzimas diferentes de Cas9, ou
diferentes de SpCas9, podem estar presentes os nucledtidos
correspondentes no ARNtrac de tipo selvagem relevante. Em
algumas formas de realizacdo, o comprimento de ARNtrac néo
inclui mais do que os nucledétidos 1-67 ou 1-85 do ARNtrac
de tipo selvagem. Em relacdo a otimizacdo da sequéncia (p.
ex., reducdo nas sequéncias poliT), p. ex., relativamente
as séries de Ts internos na tracr-mate (repeticdo direta)
ou ARNtracr, em alguns aspetos, um ou mais Ts presentes
numa sequéncia poli-T da sequéncia de tipo selvagem
relevante (ou seja, um alongamento superior a 3, 4, 5, 6 ou
mais bases T contiguas; em algumas formas de realizacgdo, um
alongamento nédo superior a 10, 9, 8, 7, 6 bases T
contiguas) podem ser substituidos por um nucledtido nédo T,
p. ex., um A, de modo a que a série seja decomposta em
alongamentos mais pequenos de Ts com cada alongamento tendo
4, ou menos de 4 (por exemplo, 3 ou 2) Ts contiguos. Se a
série de Ts estiver envolvida na formagdo de um gancho
(hairpin) (ou estrutura em pedunculo (stem loop)), &
vantajoso que a base complementar para a base nado T seja
alterada para complementar o nucledtido ndo T. Por exemplo,
se a base ndo T for um A, 0O respetivo complemento pode ser

alterado para um T, p. ex., para preservar ou ajudar na
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preservacdo da estrutura secunddria. Por exemplo, 5'-TTTTT
pode ser alterado para se tornar 5'-TTTAT e o 5’'-AAAAA
complementar pode ser alterado para b5’-ATAAA. Quanto a
presenca de sequéncias de terminador poliT na transcricgéo
tracr + tracr-mate, p. ex., um terminador poliT (TTTTT ou
mais), em alguns aspetos €& vantajoso dque tal seja
adicionado no final da transcrigao, independentemente de se
encontrar na forma de dois ARN (tracr e tracr-mate) ou de
ARN-guia Unico. Relativamente as estruturas e aos ganchos
nas transcricgdes tracr e tracr-mate, em alguns aspetos é
vantajoso que um minimo de dois ganchos esteja presente no
ARN-guia gquimérico. Um primeiro gancho pode ser o gancho
formado mediante complementacdo entre a sequéncia tracr e
tracr-mate (repeticao direta). Um segundo gancho pode
encontrar-se na extremidade 3’ da sequéncia de ARNtracr, e
isto pode fornecer uma estrutura secunddria para a
interacédo com Cas9. Os ganchos adicionais podem ser
adicionados a 3’ do ARN-guia, p. ex., em alguns aspetos da
invengdo para aumentar a estabilidade do ARN-guia.
Adicionalmente, a extremidade 5’ do ARN-guia, em alguns
aspetos, pode ser aumentada. Em alguns aspetos, é possivel
considerar 20 pb na extremidade 5’ como uma sequéncia-guia.
A parte 5’ pode ser aumentada. Um ou mais ganchos podem ser
fornecidos na parte 5, p. ex., em alguns aspetos, isto
também pode melhorar a estabilidade do ARN-guia. Em alguns
aspetos, o) gancho especifico pode ser fornecido
acrescentando a sequéncia (5" —AGGACGAAGTCCTAR) a
extremidade 5’ da sequéncia-guia e, em alguns aspetos, isto
pode ajudar a melhorar a estabilidade. Outras sequéncias
adequadas para formar ganchos serdo conhecidas do perito na
técnica, e podem ser utilizadas em determinados aspetos. Em
alguns aspetos, sdo fornecidos, pelo menos, 2, 3, 4, 5 ou
mais ganchos adicionais. Em alguns aspetos, nao sao
fornecidos mais de 10, 9, 8, 7, 6 ganchos adicionais. O

apresentado anteriormente também fornece aspetos que
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envolvem a estrutura secunddria nas sequéncias—-guia. Em
alguns aspetos podem existir a reticulacdo e outras
modificacdes, p. ex., para melhorar a estabilidade. As
modificagbes podem incluir a inclusdo de, pelo menos, um
nucledétido que ©ocorre de forma ndo natural, ou um
nucledtido modificado, ou andlogos dos mesmos. Os
nucledétidos modificados podem ser modificados na metade de
ribose, fosfato e/ou base. 0s nucledtidos modificados podem
incluir anédlogos de 2’-O-metil, andlogos de 2’'-desoxi ou
andlogos de 2’-fluoro. A estrutura principal do 4&cido
nucleico pode ser modificada, por exemplo, pode ser
utilizada uma estrutura principal de fosforotioato. A
utilizacdo de &cidos nucleicos bloqueados (LNA) ou &cidos
nucleicos com ponte (BNA) também pode ser possivel. Outros
exemplos de bases modificadas incluem, mas nao se limitam
a, Z2-aminopurina, b5-bromo-uridina, pseudouridina, inosina,
7-metilguanosina. Essas modificagdes ou reticulacdo podem
estar presentes na sequéncia-guia ou noutras sequéncias
adjacentes a sequéncia-guia.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
Uma melhor compreensdao das funcionalidades e vantagens
da presente invencgdo serd obtida através da consulta da
seguinte descricao detalhada que expde formas de realizacéo
ilustrativas, nas quais o0s principios da invencdo séo
utilizados, e das figuras em anexo apresentadas em seguida.
A Figura 1 ilustra um modelo esquemdtico do sistema
CRISPR. A Cas9 nuclease de Streptococcus pyogenes
(amarela) ¢é escolhida como alvo para o ADN gendmico

através de um ARN-guia sintético (ARNgs) que consiste

numa sequéncia-guia 20-nt (azul) e numa armacgao
(vermelha). Os pares de Dbases da sequéncia-guia com o
alvo de ADN (azul), diretamente a montante de um
protospacer (protoseparador) -motivo adjacente (pAM -

Protospacer Adjacent Motif; magenta) 5’'-NGG requerido, e

Cas9 medeiam uma quebra de filamento duplo (DSB - Double-
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Stranded Break) ~3 pb a montante do PAM (triédngulo
vermelho) .

As Figuras 2A a F ilustram um sistema CRISPR exemplar, um
mecanismo possivel de acgdo, uma adaptacdo de exemplo para
a expressdo nas células eucaridéticas, e resultados de
testes que avaliam a localizacgdo nuclear e a atividade
CRISPR.

As Figuras 3A a C ilustram uma cassete de expressdao
exemplar para a expressao de elementos do sistema CRISPR
nas células eucaridéticas, estruturas previstas de
sequéncias—guia de exemplo, e a atividade do sistema
CRISPR conforme medido nas células eucaridticas e
procaridticas.

As Figuras 4A a D ilustram resultados de uma avaliagdo de
especificidade SpCas9 para um alvo de exemplo.

As Figuras 5A a G ilustram um sistema de vetores exemplar
e 0s resultados para a respetiva utilizacgéao no
direcionamento da recombinag¢do homéloga nas células
eucaridticas.

As Figuras 6A a C ilustram uma comparacao de transcrigdes
ARNtracr diferentes para escolha de genes—alvo mediados
por Cas9.

As Figuras 7A a D ilustram um sistema CRISPR exemplar,
uma adaptacdo de exemplo para a expressdo nas células
eucaridéticas, e os resultados de testes que avaliam a
atividade CRISPR.

As Figuras 8A a C ilustram manipulacgbes exemplares de um
sistema CRISPR para a escolha dos loci gendémicos—-alvo nas
células de mamifero.

As Figuras 9A e B ilustram os resultados de uma andlise
por Northern blot de processamento ARNcr nas células de
mamifero.

As Figuras 10A a C ilustram uma representacgdo esquemdtica
de ARNs qguiméricos e os resultados de ensaios SURVEYOR

relativamente a atividade do sistema CRISPR nas células
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eucaridticas.

As Figuras 1ll1A e B ilustram uma representacdo grafica dos
resultados de ensaios SURVEYOR relativamente a atividade
do sistema CRISPR nas células eucaridticas.

A Figura 12 ilustra estruturas secunddrias previstas para
ARNs quiméricos exemplares compreendendo uma sequéncia-
guia, sequéncia tracr-mate e sequéncia tracr.

A Figura 13 é uma &arvore filogenética dos genes Cas.

As Figuras 1l4A a F ilustram a analise filogenética dque
revela cinco familias de Cas9s, incluindo trés grupos de
Cas9s grandes (~1400 aminoéacidos) e dois de Cas9s
pequenas (~1100 aminoé&cidos) .

A Figura 15 ilustra um grafico que representa a funcédo de
diferentes ARNs—-guia otimizados.

A Figura 16 ilustra a sequéncia e a estrutura de
diferentes ARNs quiméricos de guia.

A Figura 17 ilustra a estrutura de codobramento da
repeticdo direta e ARNtracr.

As Figuras 18A e B ilustram dados da otimizacgdo de ARN-
guia gquimérico de StlCas9 in vitro.

As Figuras 19A e B ilustram a clivagem de alvos metilados
ou ndo metilados através do lisado de célula SpCas?9.

As Figuras 20A a G ilustram a otimizacd&o da arquitetura
ARN-guia para a edicdo do genoma de mamifero mediado por
SpCas9. (a) Esquema do vetor de expressdo bicistrdnico
(PX330) para ARN-guia tnico (ARNgu) ativado pelo promotor
A6, e Cas9 humana de Streptococcus pyogenes com coddes
otimizados ativada pelo promotor CBh utilizada para todas
as experiéncias subsequentes. O ARNgu consiste numa
sequéncia-guia 20-nt (azul) e numa armagdo (vermelha),
truncadas em varias posigdes conforme indicado. (b) O
ensaio SURVEYOR para indels (insercdes/delecdes) mediadas
por SpCas9 nos loci de PVALB e EMXI humanos. As setas
indicam os fragmentos SURVEYOR esperados (n = 3). (c) A

andlise por Northern blot relativamente as quatro
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arquiteturas de truncamento ARNgu, com Ul como controlo
de carregamento. (d) Tanto o mutante de tipo selvagem
(wt) como de entalhadura (nickase) (D10A) de SpCas?
provocaram a insercdo de um local HindIII no gene EMXI
humano. 0Os oligonucledtidos de filamento uUnico (ssODNs),
orientados na direcdo sense ou antisense relativa a
sequéncia de genoma, foram utilizados como modelos de
recombinacdo homdélogos. (e) Esquema do locus de SERPINBS
humano. Os ARNsgu e PAMs s&o indicados por Dbarras
coloridas por cima da sequéncia; a metilcitosina (Me) é
realcada (cor—-de-rosa) e numerada em relacdo ao local de
inicio de transcricdo (TSS, +1). (f) Estado de metilacéo
de SERPINBS5 ensaiado por sequenciacédo de bissulfito de 16
clones. Circulos preenchidos, CpG metilado; circulos
abertos, CpG ndo metilado. (g) Eficiéncia de modificacéo
por trés ARNsgu que escolhem a regido metilada-alvo de
SERPINBS5, ensaiada através de sequenciacado profunda (n =
2). As Dbarras de erro indicam intervalos de Wilson
(Métodos Online).

As Figuras 21A e B ilustram a outra otimizagdo da
arquitetura ARNgu CRISPR-Cas. (a) Esquema de quatro
arguiteturas ARNgu adicionais, I-IV. Cada uma consiste
numa sequéncia-guia 20-nt (azul) unida a repeticgdo direta
(DR, cinzento), que ¢é hibridizada para o ARNtracr,
(vermelho). O hibrido DR-ARNtracr ¢ truncado em +12 ou
+22, conforme indicado, com uma estrutura em pedunculo
(stem loop) GAAA artificial. As posigdes de truncamento
ARNtracr sdo numeradas de acordo com o local de inicio de
transcricdo anteriormente apresentado para ARNtracr. As
arquiteturas ARNgu II e IV transportam mutagdes nos
respetivos tratos poli-U, que podem servir como
terminadores de transcrigcdo prematuros. (b) Ensaios
SURVEYOR para as indels mediadas por SpCas9 no locus de
EMX1 humano para locais—-alvo 1-3. As setas indicam o0s

fragmentos SURVEYOR esperados (n = 3).
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A Figura 22 ilustra a visualizagdo de alguns locais-alvo
no genoma humano.

As Figuras 23A e B ilustram (A) um esquema do ARNgu e (B)
a andlise SURVEYOR de cinco variantes ARNgu para SaCas9
relativamente a uma arquitetura truncada ideal com uma
eficiéncia de clivagem mais elevada.

Neste caso, as figuras destinam-se apenas a fins
ilustrativos e nao se encontram necessariamente desenhadas
a escala.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os termos “polinucledtido”, “nucledtido”, “sequéncia
de nucledtidos”, “acido nucleico” e “oligonucledétido” séao
utilizados alternadamente. Os mesmos referem-se a uma forma
polimérica de nucledétidos de gqualquer comprimento, quer
desoxirribonucledétidos ou ribonucledtidos ou andlogos dos
mesmos. Os polinucledétidos podem ter qualgquer estrutura
tridimensional, e podem efetuar qualgquer funcdo, conhecida
ou desconhecida. Em seguida, sdo apresentados exemplos nao
limitativos de polinucledétidos: regides de codificagdo ou
ndo codificacdo de um gene ou fragmento de gene, loci
(locus) definidos a partir da andlise de 1ligacdo, exdes,
intrbées, ARN mensageiro (ARNm), ARN de transferéncia, ARN
do ribossoma, pegqueno ARN de interferéncia (pARNi), ARN de
gancho pequeno (ARNgp), micro-ARN (miARN), ribozimas, ADNc,
polinucledtidos recombinantes, polinucledétidos ramificados,
plasmideos, vetores, ADN isolado de qualguer sequéncia, ARN
isolado de qualquer sequéncia, sondas de &cido nucleico e
primers. Um polinucledtido pode compreender um ou mais
nucledétidos modificados, tais como nucledtidos metilados e
andlogos de nucledtido. Se presentes, as modificacgdes na
estrutura de nucledétidos podem ser transmitidas antes ou
depois da montagem do polimero. A sequéncia de nucledtidos
pode ser interrompida por componentes que nao sao
nucledétidos. Um polinucledtido pode ainda ser modificado

apds a polimerizacdo, tal como mediante conjugacdo com um
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componente de rotulacao.

Nos aspetos da invencdo, os termos “ARN quimérico”,
“ARN-guia quimérico”, “ARN-guia” "“ARN-guia unico” e "“ARN-
guia sintético” sdo utilizados alternadamente e referem-se
a seqguéncia de polinucledtidos que compreende a sequéncia-—
guia, a sequéncia tracr e a sequéncia tracr-mate. O termo
“sequéncia-guia” refere-se a sequéncia de cerca de 20 pb no
ARN-guia que especifica o local-alvo e pode ser utilizado
alternadamente com os termos “guia” ou “separador”. O termo
“sequéncia tracr-mate” também pode ser utilizado
alternadamente com o termo “repeticdo direta”.

Conforme aqui utilizado, o termo “tipo selvagem” & um
termo da técnica compreendido pelos peritos na técnica e
significa a forma tipica de um organismo, estirpe, gene ou
caracteristica como ocorre na natureza distinguindo-se das
formas mutantes ou variantes.

Conforme aqui wutilizado, o significado do termo
“variante” deve ser considerado como a apresentacdo de

qualidades que tém um padrdo que se desvia do que ocorre na

natureza.
Os termos Y“que ocorre de forma nao natural” ou
“produzido” sdo wutilizados alternadamente e indicam o

envolvimento da mdo do homem. Os termos, quando se referem
a moléculas de &cido nucleico ou polipéptidos, significam
que a molécula de &cido nucleico ou o polipéptido se
encontra, pelo menos, substancialmente livre de, pelo
menos, um outro componente ao qual estd naturalmente
associado na natureza e conforme encontrado na natureza.
“Complementaridade” refere-se a capacidade de um &cido
nucleico formar ligagdes de hidrogénio a outra sequéncia de
adcidos nucleicos através dos pares de bases Watson-Crick
tradicionais ou outros tipos ndao tradicionais. Uma
percentagem de complementaridade indica que a percentagem
de residuos numa molécula de acido nucleico que pode formar

ligagdes de hidrogénio (p. ex., pares de bases Watson-

32



EP2771468B1

Crick) a uma segunda sequéncia de &cidos nucleicos (p. ex.,
5, 6, 7, 8, 9, 10 de 10 sendo 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e
100% complementares) . “Perfeitamente complementar”
significa que todos os residuos contiguos de uma sequéncia
de &4cidos nucleicos irdo ligar-se por hidrogénio ao mesmo
nimero de residuos contiguos numa segunda sequéncia de
dcidos nucleicos. “Substancialmente complementar” conforme
aqui utilizado refere-se a um grau de complementaridade que
é, pelo menos, de 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98%, 99% ou 100% numa regido de 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40,
45, 50 ou mais nucledtidos, ou refere-se a dois &acidos
nucleicos que sao hibridizados em condig¢des rigorosas.

Conforme agqui utilizado, a expressao “condicgodes
rigorosas” para a hibridizacdo refere-se as condig¢gdes nas
quais um Acido nucleico com complementaridade com uma
sequéncia-alvo ¢é  hibridizado predominantemente com a
sequéncia-alvo, e ndo é substancialmente hibridizado para
sequéncias sem ser alvo. As condigbes rigorosas séao
geralmente dependentes da sequéncia, e variam dependendo de
uma quantidade de fatores. Em geral, quanto maior for a
sequéncia, mais alta serda a temperatura na qual a sequéncia
¢ hibridizada especificamente para a respetiva sequéncia-
alvo. Os exemplos nao limitativos de condigdes rigorosas
sdo descritos em detalhe em Tijssen (1993), Laboratory
Techniques In Biochemistry And Molecular Biology-
Hybridization With Nucleic Acid Probes Part I, Segundo
Capitulo “Overview of principles of hybridization and the
strategy of nucleic acid probe assay”, Elsevier, Nova
Torque.

“Hibridizacao” refere-se a uma reag¢do na qgqual um ou
mais polinucledtidos reagem para formar um complexo que &
estabilizado através de ligacdo de hidrogénio entre as
bases dos residuos de nucledétido. A ligagdo de hidrogénio

pode ocorrer através de pares de bases Watson-Crick,
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ligagdo Hoogstein, ou de qualquer outra maneira especifica
da sequéncia. O complexo pode compreender dois filamentos
que formam uma estrutura dupla, trés ou mais filamentos que
formam um complexo de mualtiplos filamentos, um filamento
unico de auto-hibridizacdo, ou qualquer combinacdo dos
mesmos. Uma reacgcdao de hibridizacdo pode constituir uma
etapa num processo mals extenso, tal como a iniciacdo de
PCR, ou a clivagem de um polinucledétido por uma enzima. Uma
sequéncia capaz de hibridizar com uma determinada sequéncia
é referida como o “complemento” da sequéncia especifica.
Conforme aqui utilizado, “estabilizacao” ou
“estabilidade crescente” relativamente aos componentes do
sistema CRISPR referem-se a fixacdo ou estabilizacdo da
estrutura da molécula. Isto pode ser realizado através da
introducdo de uma ou mais mutacgdes, incluindo uma uUnica ou
miltiplas alteracdes de pares de bases, o aumento do numero
de ganchos, a reticulacgao, a <quebra de alongamentos
especificos de nucledétidos e outras modificagdes. As
modificagbdes podem incluir a inclusdo de, pelo menos, um
nucledétido que ocorre de forma nao natural, ou um
nucledtido modificado, ou andlogos dos mesmos. Os
nucledétidos modificados podem ser modificados na metade de
ribose, fosfato e/ou base. Os nucledétidos modificados podem
incluir anédlogos de 2’-O-metil, andlogos de 2’'-desoxi ou
andlogos de 2’-fluoro. A estrutura principal do 4&cido
nucleico pode ser modificada, por exemplo, pode ser
utilizada uma estrutura principal de fosforotioato. A
utilizacdo de &acidos nucleicos bloqueados (LNA) ou &acidos
nucleicos com ponte (BNA) também pode ser possivel. Outros
exemplos de bases modificadas incluem, mas nao se limitam
a, Z2-aminopurina, b-bromo-uridina, pseudouridina, inosina,
7-metilguanosina. Estas modificacbdes podem aplicar-se a
qualguer componente do sistema CRSIPR. Numa forma de
realizacdo preferida, estas modificag¢des sao efetuadas nos

componentes ARN, p. ex. o ARN-guia ou a sequéncia de
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polinucledétidos quiméricos.

Conforme aqui wutilizado, “expressao” refere-se ao
processo através do qual um polinucledétido €& transcrito a
partir de um modelo de ADN (tal como num ARNm ou outra
transcricdo ARN) e/ou ao processo através do qual um ARNm
transcrito €& subsequentemente traduzido em péptidos,
polipéptidos ou proteinas. As transcricgdes e 0s
polipéptidos codificados podem ser coletivamente referidos
como “produto de gene”. Se o polinucledétido for obtido a
partir de ADN gendémico, a expressado pode incluir o splicing
do ARNm numa célula eucaridtica.

Os termos “polipéptido”, “péptido” e “proteina” séo
aqgui utilizados alternadamente para se referirem a
polimeros de aminocédcidos de qualquer comprimento. 0
polimero pode ser linear ou ramificado, pode compreender
aminodcidos modificados, e pode ser interrompido por nao-
aminocdcidos. Os termos abrangem igualmente um polimero de
aminodcido que foi modificado; por exemplo, formacdo de
ligacdes dissulfureto, glicosilacao, lipidacédo, acetilacéao,
fosforilacdo, ou qualquer outra manipulacédo, tal como a
conjugagao com um componente de rotulagcao. Conforme aqui
utilizado, o termo “aminodcido” incluil aminocdcidos naturais
e/ou ndo naturais ou sintéticos, incluindo glicina e o0s
isémeros oéticos D ou L, e andlogos de aminodcido e
peptidomiméticos.

Os termos “sujeito”, “individuo” e “paciente” sdo aqui
utilizados alternadamente para se referirem a um
vertebrado, preferencialmente um mamifero, mais
preferencialmente, um ser humano. Os mamiferos incluem, mas
ndo se limitam a, ratinhos, simios, seres humanos, animais
de criacd&o, animais de desporto e animais de estimacdo. Os
tecidos, as células e a respetiva progenitura de uma
entidade bioldgica obtida in vivo ou cultivada in vitro sao
igualmente abrangidos. Em algumas formas de realizac¢do, um

sujeito pode ser um animal invertebrado, por exemplo, um
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inseto ou um nematode; enquanto noutras, um sujeito pode
ser uma planta ou um fungo.

Os termos “agente terapéutico”, “agente terapéutico
capaz” ou “agente de tratamento” séo utilizados
alternadamente e referem-se a uma molécula ou um composto
que confere algum efeito benéfico na administracdo num
sujeito. o) efeito benéfico inclui a permisséo de
determinacdes de diagndéstico; o melhoramento de uma doenca,
sintoma, disturbio ou condicdo patoldgica; reduzindo ou
prevenindo o inicio de uma doenca, sintoma, disttrbio ou
condicgao; e neutralizando geralmente uma doenca, um
sintoma, um disturbio ou uma condicdo patoldgica.

Conforme aqui utilizado, “tratamento” ou “tratar”, ou
“atenuar” ou “melhorar” sdo utilizados alternadamente.
Estes termos referem-se a uma abordagem para obter
resultados benéficos ou desejados incluindo, mas né&o se
limitando a, um beneficio terapéutico e/ou um beneficio
profildtico. A expressdo “beneficio terapéutico” significa
qualguer efeito ou melhoramento terapeuticamente relevante
numa ou em mals doengas, condigdes ou sintomas sob
tratamento. Para o beneficio profildtico, as composicgdes
podem ser administradas num sujeito em risco de desenvolver
uma determinada doenga, condigdo ou sintoma, ou num sujeito
que apresenta um ou mais dos sintomas fisioldgicos de uma
doenca, mesmo que a doenga, a condicdo ou o sintoma ainda
ndo se tenha manifestado.

0 termo “quantidade eficaz” ou “quantidade
terapeuticamente eficaz” refere-se a quantidade de um
agente que ¢é suficiente para efetuar resultados benéficos
ou desejados. A qgquantidade terapeuticamente eficaz pode
variar dependendo de um ou mais dos fatores apresentados em
seguida: o sujeito e a condicdo da doenca que estdo a ser
tratados, o peso e a idade do sujeito, a gravidade da
condicdo da doenca, o modo de administracdo e afins, que

podem ser prontamente determinados por um perito na
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técnica. O termo aplica-se igualmente a uma dose que iré
fornecer uma imagem para detecdo através de qualguer um dos
métodos de formacdo de imagens aqui descritos. A dose
especifica pode variar dependendo de um ou mais dos fatores
apresentados em seguida: o agente especifico escolhido, o
regime de dosagem a ser seguido, se ¢é administrado em
conjunto com outros compostos, as horas de administracédo, o
tecido do qual <criar uma imagem, e o sistema de
distribuicdo fisica no qual é transportado.

A  pratica da presente invengdo utiliza, salvo

indicacéao em contrario, técnicas convencionais de
imunologia, bioguimica, quimica, biologia molecular,
microbiologia, biologia celular, gendémica e ADN
recombinante, que fazem parte da técnica. Consulte

Sambrook, Fritsch e Maniatis, “MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL”, 223 edicao (1989); “CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY” (F. M. Ausubel, et al. eds., (1987)); a

série “METHODS IN ENZYMOLOGY” (Academic Press, Inc.): “PCR
2: A PRACTICAL APPROACH” (M.J. MacPherson, B.D. Hames e
G.R. Taylor eds. (1995)), Harlow e Lane, eds. (1988)

“ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE"”
(R.I. Freshney, ed. (1987)).

Diversos aspetos da invencgdo referem-se a sistemas de
vetores compreendendo um ou mais vetores, ou vetores como
tal. Os vetores podem ser concebidos para a expressao de
transcrigdes CRISPR (p. ex. transcricgdes de acido nucleico,
proteinas, ou enzimas) nas células ©procaridéticas ou
eucaridticas. Por exemplo, as transcrigdes CRISPR podem ser
expressadas nas células bacterianas, tais como Escherichia
coli, células de inseto (utilizando vetores de expressédo de
baculovirus), células de levedura ou células de mamifero.
As células hospedeiras adequadas sao mais descritas em
Goeddel, “GENE EXPRESSION TECHNOLOGY : METHODS IN
ENZYMOLOGY” 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990).

Em alternativa, o vetor de expressao recombinante pode ser
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transcrito e traduzido in vitro, por exemplo utilizando
sequéncias reguladoras de promotor T7 e polimerase T7.

Os vetores podem ser introduzidos e propagados num
procariota. Em algumas formas de realizacdo, um procariota
¢ utilizado para ampliar cépias de um vetor que deve ser
introduzido numa célula eucaridética ou como um vetor
intermedidrio na produgdo de um vetor que deve ser
introduzido numa célula eucaridtica (p. ex. ampliando um
plasmideo como parte de um sistema de empacotamento de
vetores virais). Em algumas formas de realizagdo, um
procariota ¢ utilizado para ampliar cépias de um vetor e
expressar um ou mais &cidos nucleicos, de modo a fornecer
uma origem de uma ou mails proteinas para a distribuicéo
numa célula hospedeira ou num organismo hospedeiro. A
expressdo de proteinas nos procariotas é, na maioria das
vezes, realizada em Escherichia coli com vetores que contém
promotores constitutivos ou induzidos que direcionam a
expressdo de proteinas de fusdo ou sem ser de fusdo. Os
vetores de fusdo adicionam um numero de aminocdcidos a uma
proteina ai codificada, tal como ao amino-terminal da
proteina recombinante. Esses vetores de fusdo podem servir
uma ou mals finalidades, tais como: (i) para aumentar a
expressdo de proteina recombinante; (ii) para aumentar a
solubilidade da proteina recombinante; e (iii) para ajudar
na purificacdo da proteina recombinante ao funcionar como
um ligando na purificacgdo de afinidade. Muitas vezes, nos
vetores de expressdo de fusdo, € introduzido um local de
clivagem proteolitica na Jjungdo da metade de fusdo e da
proteina recombinante para permitir a separacdo da proteina
recombinante da metade de fusdo subsequente a purificacéo
da proteina de fuséo. Essas enzimas, e respetivas
sequéncias de reconhecimento cognato, incluem Fator Xa,
trombina e enteroquinase. 0s vetores de expressao de fusao
de exemplo incluem pGEX (Pharmacia Biotech 1Inc; Smith e
Johnson, 1988. Gene 67: 31 a 40), pMAL (New England
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Biolabs, Beverly, Mass.) e pRITS5 (Pharmacia, Piscataway,
N.J.) que fundem glutationa-S-transferase (GST), proteina
de ligacdo E a maltose, ou proteina A, respetivamente, com
a proteina recombinante-alvo.

Os exemplos de vetores de expressao E. coli de néao
fusdo 1induzidos adequados incluem pTrc (Amrann et al.,
(1988) Gene 69:301 a 315) e pET 11d (Studier et al., “GENE
EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY” 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990) 60 a 89).

Em algumas formas de realizacdo, um vetor é um vetor
de expressdao de levedura. Os exemplos de vetores para a
expressao em Saccharomyces cerivisae de levedura incluem
pYepSecl (Baldari, et al., 1987. EMBO J. 6: 229 a 234),
pMFa (Kuijan e Herskowitz, 1982. Cell 30: 933 a 943),
PJRY88 (Schultz et al., 1987. Gene 54: 113 a 123), pYES2
(Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.), e pic%
(InVitrogen Corp, San Diego, Calif.).

Em algumas formas de realizacdo, um vetor ativa a
expressdo de proteinas nas células de inseto utilizando
vetores de expressdo de Dbaculovirus. Os vetores de
baculovirus disponiveis para a expressdo de proteinas nas
células de inseto cultivadas (p. ex., células SF9) incluem
a série pAc (Smith, et al., 1983. Mol. Cell. Biol. 3: 2156
a 2165) e a série pVL (Lucklow e Summers, 1989. Virology
170: 31 a 39).

Em algumas formas de realizacdo, um vetor €& capaz de
ativar a expressdo de uma ou mais sequéncias nas células de
mamifero utilizando um vetor de expressdo de mamifero. Os
exemplos de vetores de expressdo de mamifero incluem pCDMS8
(Seed, 1987. Nature 329: 840) e pMT2PC (Kaufman, et al.,
1987. EMBO J. 6: 187-195). Quando utilizadas nas células de
mamifero, as fungdes de controlo do vetor de expressdo séo
habitualmente fornecidas por um ou mais elementos
reguladores. Por exemplo, 0s promotores geralmente

utilizados sdo obtidos a partir de polioma, adenovirus 2,
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citomegalovirus, virus simiano 40, e outros aqui divulgados
e conhecidos na técnica. Relativamente a outros sistemas de
expressado adequados tanto para as células procaridticas
como eucaridticas, consulte, p. ex., Capitulos 16 e 17 de
Sambrook, et al., “MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL.”
228 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1989.

Em algumas formas de realizacdao, o vetor de expressao
de mamifero recombinante é capaz de direcionar a expressao
do 4cido nucleico preferencialmente num determinado tipo de
célula (p. ex., sdo utilizados elementos reguladores
especificos do tecido para expressar o acido nucleico). Os
elementos reguladores especificos do tecido s&o conhecidos
na técnica. O0s exemplos nao limitativos de promotores
adequados especificos do tecido incluem o promotor de
albumina (especifico do figado; Pinkert, et al., 1987.
Genes Dev. 1: 268 a 277), promotores linfoides especificos
(Calame e Eaton, 1988. Adv. Immunol. 43: 235 a 275), em
particular promotores de recetores de células T (Winoto e
Baltimore, 1989. EMBD J. 8: 729 a 733) e imunoglobulinas
(Baneiji, et al., 1983. Cell 33: 729 a 740; Queen e
Baltimore, 1983. Cell 33: 741 a 748), promotores
especificos do neurdnio (p. ex., o promotor de
neurofilamento; Byrne e Ruddle, 1989. Proc. Natl. Acad.
Sci. E.U.A. 86: 5473 a 5477), promotores especificos do
péncreas (Edlund, et al., 1985. Science 230: 912 a 916), e
promotores especificos da gladndula maméaria (p. ex.,
promotor de soro de leite; Patente U.S. n.° 4.873.316 e
Publicagdo de Pedido de Patente europeia n.° 264.166). Os
promotores regulados pelo desenvolvimento sdo igualmente
abrangidos, p. ex., o0s promotores hox murinos (Kessel e
Gruss, 1990. Science 249: 374 a 379) e o promotor o-
fetoproteina (Campes e Tilghman, 1989. Genes Dev. 3:537 a
546) .

Em algumas formas de realizacdo, um elemento regulador
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¢ ligado de modo funcional a um ou mais elementos de um
sistema CRISPR de modo a ativar a expressdao de um ou mais
elementos do sistema CRISPR. Em geral, as CRISPRs

(Repetigbes Palindrdémicas Curtas Agrupadas e Regularmente

Espacadas), igualmente conhecidas como SPIDRs (SPacer
Interspersed Direct Repeats — Repeticodes Diretas e
Interpoladas de Separador), constituem uma familia de loci

de ADN gue sédo habitualmente especificos de uma determinada
espécie bacteriana. O Iocus de CRISPR compreende uma classe
distinta de SSRs (Interspersed Short Sequence Repeats -
Repeticdes de Sequéncia Curtas e Interpoladas) gue foram
reconhecidas em FE. coli (Ishino et al., J. Bacteriol.,
169:5429 a 5433 [1987]; e Nakata et al., J. Bacteriol.,
171:3553 a 3556 [1989]), e genes associados. As SSRs
interpoladas semelhantes foram identificadas em Haloferax
mediterranei, Streptococcus pyogenes, Anabaena e
Mycobacterium tuberculosis (Consulte Groenen et al., Mol.
Microbiol., 10:1057 a 1065 [1993]; Hoe et al., Emerg.
Infect. Dis., 5:254 a 263 [1999]; Masepohl et al., Biochim.
Biophys. Acta 1307:26 a 30 [1996]; e Mojica et al., Mol.
Microbiol., 17:85 a 93 [1995]). Os loci de CRISPR diferem
habitualmente das outras SSRs na estrutura das repeticdes,

que foram designadas por SRSRs (Short Regularly Spaced

Repeats - Repeticdes Regularmente Espacadas e Curtas)
(Janssen et al., OMICS J. Integ. Biol., 6:23 a 33 [2002]; e
Mojica et al., Mol. Microbiol., 36:244 a 246 [2000]). Em

geral, as repeticdes sao elementos pequenos gue ocorrem em
agrupamentos que sdo regularmente espacados por sequéncias
intervenientes exclusivas com um comprimento
substancialmente constante (Mojica et al., [2000], supra).
Embora as sequéncias de repeticao sejam altamente
conservadas entre estirpes, o) numero de repeticdes
interpoladas e as sequéncias das regides de separador
diferem habitualmente de estirpe para estirpe (van Embden
et al., J. Bacteriol., 182:2393 a 2401 [2000]1). Os loci de
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CRISPR foram identificados em mais de 40 procariotas
(Consulte, p. ex., Jansen et al., Mol. Microbiol., 43:1565
a 1575 [2002]; e Mojica et al., [2005]) incluindo, mas néao
se limitando a, Aeropyrum, Pyrobaculum, Sulfolobus,
Archaeoglobus, Halocarcula, Methanobacterium,
Methanococcus, Methanosa-rcina, Methanopyrus, Pyrococcus,
Picrophilus, Thermoplasma, Corynebacterium, Mycobacterium,
Streptamyces, Aquifex, Porphyromonas, Chlombium, Thermus,
Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Clostridium,
Thermoanaerobacter, Mycoplasma, Fusobacterium, Azarcus,
Chromobacterium, Neisseria, Nitrosomonas, Desulfovibrio,
Geobacter, Myxo—-coccus, Campylobacter, Wolinella,
Acinetobacter, Erwinia, Escherichia, Legionella,
Methylococcus, Pasteurella, Photo-bacterium, Salmonella,
Xanthomonas, Yersinia, Treponema e Thermotoga.

Em geral, “sistema CRISPR” refere-se coletivamente a
transcrigdes e outros elementos envolvidos na expressdo, ou
no direcionamento, da atividade de genes associados a

CRISPR (“Cas”), incluindo sequéncias que codificam um gene

Cas, uma sequéncia tracr (CRISPR de ativacgdo de trans) (p.
ex. ARNtracr ou um ARNtracr parcial ativo), uma sequéncia
tracr-mate (abrangendo uma “repeticdo direta” e uma

repeticdo direta parcial processada por ARNtracr no
contexto de um sistema CRISPR enddgeno), uma sequéncia-guia
(igualmente referida como um “separador” no contexto de um
sistema CRISPR enddgeno) , ou outras sequéncias e
transcrigcdes de um locus de CRISPR. Em algumas formas de
realizacdo, sao obtidos um ou mais elementos de um sistema
CRISPR a partir de um sistema CRISPR de tipo I, tipo II ou
tipo III. Em algumas formas de realizacdo, sdo obtidos um
ou mals elementos de um sistema CRISPR a partir de um
determinado organismo gque compreende um sistema CRISPR
enddbgeno, tal como Streptococcus pyogenes. Em geral, um
sistema CRISPR é caracterizado por elementos que provocam a

formagcdo de um complexo CRISPR no local de uma sequéncia-
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alvo (igualmente referida como um protospacer no contexto
de um sistema CRISPR enddgeno). No contexto de formacdo de
um complexo CRISPR, “sequéncia-alvo” refere-se a uma
sequéncia para a qual é concebida uma sequéncia-guia com
complementaridade, em que a hibridizacdo entre a sequéncia-
alvo e a sequéncia-guia provoca a formagcdo de um complexo
CRISPR. A complementaridade total ndo é necessariamente
requerida, desde que exista uma complementaridade
suficiente para causar a hibridizacdo e provocar a formacéao
de um complexo CRISPR. Uma sequéncia-alvo pode compreender
qualguer polinucledétido, tais como polinucledétidos ADN e
ARN. Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia-alvo
encontra-se no nucleo ou citoplasma de uma célula. Em
algumas formas de <realizacéao, a sequéncia-alvo pode
encontrar-se num organelo de uma célula eucaridtica, por
exemplo, mitocdndria ou cloroplasto. Uma sequéncia ou um
modelo que pode ser utilizado para a recombinac¢do no locus
escolhido como alvo compreendendo as sequéncias-alvo é
referido como um “modelo de edicdo” ou “polinucledtido de
edicao” ou “sequéncia de edicdo”. Nos aspetos da invencéao,
um polinucledtido de modelo exdgeno pode ser referido como
um modelo de edigédo. Num aspeto da invencédo, a recombinacéo
¢ uma recombinag¢do homdloga.

Habitualmente, no contexto de um sistema CRISPR
enddgeno, a formacdo de um complexo CRISPR (compreendendo
uma sequéncia-guia hibridizada para uma sequéncia-alvo e
complexada com uma ou mais proteinas Cas) resulta na
clivagem de um ou ambos os filamentos na, ou junto da, (p.
ex. em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 50, ou mais pares
de Dbase da) sequéncia-alvo. Sem ser pretendida qualquer
limitacédo a uma teoria, a sequéncia tracr, que pode
compreender ou consistir na totalidade ou numa parte de uma
sequéncia tracr de tipo selvagem (p. ex. cerca de, ou mais
de cerca de, 20, 26, 32, 45, 48, 54, 63, 67, 85 ou mais

nucledétidos de uma sequéncia tracr de tipo selvagem),
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também pode fazer parte de um complexo CRISPR, tal como por
hibridizacdao ao 1longo de, pelo menos, uma parte da
sequéncia tracr para a totalidade ou uma parte de uma
sequéncia tracr-mate que ¢é ligada de modo funcional a
sequéncia-guia. Em algumas formas de realizacao, a
sequéncia tracr tem complementaridade suficiente para uma
sequéncia tracr-mate ser hibridizada e participar na
formagcdo de um complexo CRISPR. Tal como com a sequéncia-
alvo, parte-se do principio de qgque a complementaridade
completa ndo €& necessdria, desde que seja suficiente para
ser funcional. Em algumas formas de realizacdo, a seqguéncia
tracr tem, pelo menos, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 99%
de complementaridade de sequéncia ao longo do comprimento
da sequéncia tracr-mate gquando se encontra idealmente
alinhada. Em algumas formas de realizacdo, um ou mais
vetores qgque ativam a expressdao de um ou mais elementos de
um sistema CRISPR sdo introduzidos numa célula hospedeira,
de modo a que a expressao dos elementos do sistema CRISPR
direcione a formacdo de um complexo CRISPR num ou em mais
locais-alvo. Por exemplo, uma enzima Cas, uma sequéncia-
guia ligada a uma sequéncia tracr-mate e uma sequéncia
tracr podem, cada uma delas, ser ligadas de modo funcional
para separar elementos reguladores em vetores separados. Em
alternativa, dois ou mais dos elementos expressados a
partir dos mesmos ou diferentes elementos reguladores podem
ser combinados num Unico vetor, em que um ou mais vetores
adicionais fornecem quaisquer componentes do sistema CRISPR
ndo incluido no primeiro vetor. Os elementos do sistema
CRISPR que s&o combinados num Unico vetor podem ser
dispostos em qualquer orientacdo adequada, tal como um
elemento situado em 5’ em relacao a (“a montante” de) ou em
3" em relacao a (“a Jjusante” de) um segundo elemento. A
sequéncia de codificacdo de um elemento pode estar situada
no mesmo, ou no oposto, filamento da sequéncia de

codificacdo de um segundo elemento, e orientada na mesma,
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ou na oposta, direcdo. Em algumas formas de realizacdo, um
unico promotor ativa a expressdo de uma transcricdo que
codifica uma enzima CRISPR e uma ou mais entre a sequéncia-
guia, sequéncia tracr-mate (opcionalmente ligada de modo
funcional a sequéncia-guia) e uma sequéncia tracr
incorporada numa ou em mais sequéncias de intrdes (p. ex.
cada uma num intrdo diferente, duas ou mais pelo menos num
intrdo, ou todas num Unico intrdo). Em algumas formas de
realizacdo, a enzima CRISPR, a sequéncia-guia, a sequéncia
tracr-mate e a sequéncia tracr sdo ligadas de modo
funcional ao mesmo promotor e expressadas a partir do
mesmo.

Em algumas formas de realizacgdo, um vetor compreende
um ou mais locais de insercédo, tal como uma sequéncia de
reconhecimento de endonuclease de restricado (igualmente
referida como um “local de clonagem”). Em algumas formas de
realizagcdao, um ou mais locais de insercé@o (p. ex. cerca de,
ou mais de cerca de, 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10 ou mais
locais de insercdo) encontram-se situados a montante e/ou a
jusante de um ou mais elementos de sequéncia de um ou mais
vetores. Em algumas formas de realizacao, um vetor
compreende um local de insercdo a montante de uma sequéncia
tracr-mate, e opcionalmente a Jjusante de um elemento
regulador ligado de modo funcional a sequéncia tracr-mate,
de modo a que, a seguir a insercdo de uma sequéncia-guia no
local de insercdo e na expressao, a sequéncia-guia
direcione a ligacdo especifica da sequéncia de um complexo
CRISPR para uma sequéncia-alvo numa célula eucaridtica. Em
algumas formas de realizagdo, um vetor compreende dois ou
mais locais de insercdo, cada local de insercao situando-se
entre duas sequéncias tracr-mate para permitir a insercéao
de uma sequéncia-guia em cada local. Numa disposic¢do assim,
as duas ou mais sequéncias—-guia podem compreender duas ou
mais cdépias de uma uUnica sequéncia-guia, duas ou mais

sequéncias—guia diferentes ou combinagdes destas. Quando
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sdo utilizadas multiplas sequéncias-guia diferentes, &
possivel utilizar uma construcdo de expressdo uUnica para
escolher a atividade CRISPR-alvo para multiplas e
diferentes sequéncias-alvo correspondentes numa célula. Por
exemplo, um uUnico vetor pode compreender cerca ou mais de
cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 ou mais
sequéncias—-guia. Em algumas formas de realizacdo, cerca ou
mais de cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais
desses vetores que contém sequéncias-guia podem @ ser
fornecidos e opcionalmente distribuidos a uma célula.

Em algumas formas de realizacdo, um vetor compreende
um elemento regulador ligado de modo funcional a uma
sequéncia de codificacdo de enzimas que codifica uma enzima
CRISPR, tal como uma proteina Cas. O0s exemplos néo
limitativos de proteinas Cas incluem Casl, CaslB, CasZ2,
Cas3, Cas4, Casb, Cas6, Cas7, «cas8, Cas?9 (igualmente
conhecidos como Csnl e (Csxl12), Casl0, Csyl, Csy2, Csy3,
Csel, Cse2, Cscl, Csc2, Csab, Csn2, Csm2, Csm3, Csm4, Csmb5,
Csm6, Cmrl, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csbl, Csb2, Csb3,
Csx1l7, Csx14, Csx10, Csxl6, CsaX, Csx3, Csxl, Csxlb, Csfl,
Csf2, Csf3, Csf4, homdélogos dos mesmos, ou versodes
modificadas dos mesmos. Estas enzimas sdo conhecidas; por
exemplo, a sequéncia de aminoacidos da proteina Cas9 de S.
pyogenes pode ser encontrada na base de dados SwissProt com
0 numero de acesso Q9972W2. Em algumas formas de realizacéo,
a enzima CRISPR ndo modificada tem atividade de clivagem de
ADN, tal como Cas9. Em algumas formas de realizacdo, a
enzima CRISPR é Cas9, e pode ser Cas9 de S. pyogenes ou S.
pneumoniae. Em algumas formas de realizacgdo, a enzima
CRISPR direciona a clivagem de um ou ambos os filamentos na
localizacgcdo de uma sequéncia-alvo, tal como na sequéncia-
alvo e/ou no complemento da sequéncia—-alvo. Em algumas
formas de realizacgdo, a enzima CRISPR direciona a clivagem
de um ou ambos os filamentos em cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 200, 500 ou mais pares de
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bases a partir do primeiro ou ultimo nucledétido de uma
sequéncia-alvo. Em algumas formas de realizacdo, um vetor
codifica uma enzima CRISPR que sofre uma mutacdo em relacao
a uma enzima de tipo selvagem correspondente, de modo a que
a enzima CRISPR mutante nao tenha a capacidade para clivar
um ou ambos os filamentos de um polinucledtido-alvo que
contém uma sequéncia-alvo. Por exemplo, uma substituicdo de
aspartato por alanina (D10A) no dominio catalitico RuvC I
de Cas9 de S. pyogenes converte Cas9 de uma nuclease dque
cliva ambos o0s filamentos numa nickase (enzima de
entalhadura) (cliva um unico filamento). Outros exemplos de
mutagdes que tornam Cas9 numa nickase incluem, sem
limitac&o, H840A, N854A e N863A. Em algumas formas de
realizacdo, uma nickase Cas9 pode ser utilizada em conjunto
com sequéncias-guia, p. ex., duas sequéncias-guia, que
escolhem como alvo respetivamente filamentos sense e
antisense do alvo de ADN. Esta combinacdo permite que ambos
os filamentos sejam entalhados (nicked) e utilizados para
induzir NHEJ. Os requerentes demonstraram (dados nao
ilustrados) a eficdcia de dois alvos de nickase (isto ¢,
ARNsgu escolhidos como alvo na mesma localizacdo, mas para
filamentos diferentes de  ADN) na inducéo de NHEJ
mutagénico. Uma Unica nickase (Cas9-D10A com um Uunico
ARNgu) né&o é capaz de induzir NHEJ e criar indels, mas os
Requerentes mostraram que a nickase dupla (Cas9-D10A e dois
ARNsgu escolhidos como alvo para filamentos diferentes na
mesma localizagdo) pode fazé-lo nas células estaminais
embriondrias humanas (hESCs). A eficiéncia ¢é de cerca de
50% de nuclease (isto é, Cas9 regular sem mutacdo D10) em
hESCs.

Como um outro exemplo, dois ou mais dominios
cataliticos de Cas9 (RuvC I, RuvC II e RuvC III) podem
sofrer mutacgdes para produzir uma Cas9 mutante que nao tem
substancialmente toda a atividade de clivagem de ADN. Em

algumas formas de realizacdo, uma mutagdo D10A & combinada
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com uma ou mais das mutacdes HB840A, N854A ou N863A para
produzir uma enzima Cas9 que ndo tem substancialmente toda
a atividade de <clivagem de ADN. Em algumas formas de
realizacdo, uma enzima CRISPR é considerada como ndo tendo
substancialmente toda a atividade de clivagem de ADN quando

a atividade de clivagem de ADN da enzima mutante é inferior

a cerca de 25%, 10%, 5%, 1%, 0,1%, 0,01% ou menos
relativamente a respetiva forma ndo mutante. Outras

mutacdes podem ser Uteis; gquando a Cas9 ou outra enzima
CRISPR ¢é de uma espécie diferente de S. pyogenes, &
possivel efetuar mutacgdes nos aminodcidos correspondentes
para alcancar efeitos semelhantes.

Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia de
codificagdo de enzimas que codifica uma enzima CRISPR tem
codbes otimizados para a expressdao em determinadas células,
tais como células eucaridticas. As células eucaridticas
podem ser as de, ou as derivadas a partir de, um
determinado organismo, tal com um mamifero, incluindo, mas
ndo se limitando a, ser humano, ratinho, rato, coelho, céao
ou primata ndo humano. Em geral, a otimizacdo de coddes
refere-se a um processo de modificacdo de uma sequéncia de
dcido nucleicos para uma expressdo melhorada nas células
hospedeiras de interesse substituindo, pelo menos, um coddo
(p. ex. cerca de, ou mais de cerca de, 1, 2, 3, 4, 5, 10,
15, 20, 25, 50 ou mais codbes) da sequéncia nativa por
coddes que sao mais frequentemente, ou 0s mais
frequentemente, utilizados nos genes dessa célula
hospedeira enquanto a sequéncia de aminoacidos nativa é
mantida. Varias espécies apresentam uma determinada
predisposicgéo para certos codbes de um aminodcido
especifico. A predisposicdo dos coddes (diferencas na
utilizagcdo de coddes entre organismos) ¢é muitas vezes
correlacionada com a eficiéncia de traducdo do ARN
mensageiro (ARNm) que, por sua vez, se parte do principio

z

de que ¢é dependente, entre outras coisas, das propriedades
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dos codbes que estdo a ser traduzidos e da disponibilidade
de determinadas moléculas de ARN de transferéncia (ARNt). O
predominio de ARNst selecionados numa célula é geralmente
um reflexo dos coddes utilizados com mais fregquéncia na
sintese de péptidos. Em conformidade, os genes podem ser
ajustados para a expressao de genes ideal num determinado
organismo com base na otimizacdo de coddes. As tabelas de
utilizacdo de coddes estdo facilmente disponiveis, for
exemplo, na “Base de dados de Utilizacdo de Coddes” (Codon
Usage Database), e estas tabelas podem ser adaptadas de
vdrias maneiras. Consulte Nakamura, Y., et al. “Codon usage
tabulated from the international DNA sequence databases:
status for the year 2000” Nucl. Acids Res. 28:292 (2000).
Os algoritmos de computador para a otimizacgdo de coddes de
uma determinada sequéncia para a expressdo numa determinada
célula hospedeira estdo igualmente disponiveis, tal como
Gene Forge (Aptagen; Jacobus, PA). Em algumas formas de
realizagdo, um ou mais coddes (p. ex. 1, 2, 3, 4, 5, 10,
15, 20, 25, 50 ou mais, ou todos os coddes) numa sequéncia
que codifica wuma enzima CRISPR correspondem ao codao
utilizado com mais frequéncia para um determinado
aminoéacido.

Em algumas formas de realizacgdo, um vetor codifica uma
enzima CRISPR que compreende uma ou mais sequéncias de
localizacgdo nuclear (NLSs), tal como cerca ou mais de cerca
de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais NLSs. Em algumas
formas de realizacgdo, a enzima CRISPR compreende cerca ou
mais de cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais NLSs
no, ou junto ao, amino-terminal, cerca ou mais de cerca de
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais NLSs no, ou junto ao,
carboxi-terminal, ou uma combinac¢do destes (p. ex. uma ou
mais NLS no amino-terminal e uma ou mais NLS no carboxi-
terminal) . Quando estdo presentes mais de uma NLS, cada uma
pode ser selecionada independentemente das outras, de modo

a que uma uUnica NLS possa estar presente em mais de uma
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cépia e/ou em conjunto com uma ou mais outras NLSs
presentes numa ou em mais cépias. Numa forma de realizacéo
preferida da invencdo, a enzima CRISPR compreende, no
madximo, 6 NLSs. Em algumas formas de realizacdo, uma NLS é
considerada como estando junto ao N-terminal ou C-terminal
quando o aminodcido mais prdéximo da NLS se encontra em
cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15,20, 25, 30, 40, 50 ou mais
aminodcidos ao longo da cadeia de polipéptidos a partir do
N-terminal ou C-terminal. Habitualmente, uma NLS consiste
em uma ou mais sequéncias curtas de lisinas ou argininas
positivamente carregadas expostas na superficie da
proteina, mas sdo conhecidos outros tipos de NLS. Os
exemplos nado limitativos de NLSs incluem uma sequéncia NLS
obtida a partir: da NLS do T-antigénio grande de virus
SV40, com a sequéncia de aminodcidos PKKKRKV; da NLS da
nucleoplasmina (p. ex. a NLS bipartida de nucleoplasmina
com a sequéncia KRPAATKKAGQAKKKK); da NLS c-myc com a
sequéncia de aminodcidos PAAKRVKLD ou RQRRNELKRSP; da NLS
hRNPA1 M9 com a sequéncia
NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFAKPRN-QGGY ; da sequéncia
RMRIZFKNKGKDTAELRRRRVEVSVELRKAKKDFQILKRRNV do dominio IBB a
partir de importin-alfa; das sequéncias VSRKRPRP e PPKKARED
da proteina T de mioma; da sequéncia POPKKKPL de pb3
humano; da sequéncia SALIKKKKKMAP de c-abl IV de ratinho;
das sequéncias DRLRR e PKQKKRK do virus da influenza NSI1;
da sequéncia RKLKKKIKKL do antigénio delta do virus da
Hepatite; da sequéncia REKKKFLKRR da proteina Mx1l de
ratinho; da sequéncia KRKGDEVDGVDEVAKKKSKK da poli (ADP-
ribose) polimerase humana; e da sequéncia RKCLQAG-
MNLEARKTKK do glicocorticoide (humano) dos recetores de
hormona esteroide.

Em geral, uma ou mais NLSs tém forca suficiente para
ativar a acumulacé&o da enzima CRISPR numa quantidade
detetavel no nucleo de uma célula eucaridética. Em geral, a

forca de atividade de localizacdo nuclear pode ser obtida a
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partir do numero de NLSs na enzima CRISPR, das NLSs
especificas utilizadas ou de uma combinacdo destes fatores.
A detecdo de acumulacgdo no nucleo pode ser efetuada através
de qualgquer técnica adequada. Por exemplo, um marcador
detetdvel pode ser fundido na enzima CRISPR, de modo a que
a localizagdo numa célula possa ser visualizada, tal como
em conjunto com um meio de detecdo da localizacdo do nucleo
(p. ex. uma coloracgdo especifica para o nucleo, tal como
DAPI) . Os exemplos de marcadores detetdveis incluem
proteinas fluorescentes (tais como proteinas de cor verde
fluorescente, ou GFP; RFP; CFP), e etiquetas de epitopo
(etiqueta HA, etiqueta FLAG, etigqueta SNAP). Os nucleos
celulares também podem ser isolados das células, cujos
contetdos podem ser depois analisados através de qualquer
processo adequado de detecdo de proteina, tal como ensaio
de atividade enzimdtica, Western blot ou imuno-
histoquimica. A acumulacdo no nucleo também pode ser
determinada indiretamente, tal como através de um ensaio
para o efeito da formacdo de complexos CRISPR (p. ex.
ensaio para a mutacdo ou clivagem de ADN na sequéncia-alvo,
ou ensaio para a atividade de expressdo de genes alterada
afetada pela formacdo de complexos CRISPR e/ou atividade de
enzima CRISPR), em comparagao com um controlo nido exposto
ao complexo ou a enzima CRISPR, ou exposto a uma enzima
CRISPR gque ndo tem um ou mais NLSs.

Em geral, uma sequéncia-guia corresponde a qualquer
sequéncia de polinucledétidos com uma complementaridade
suficiente com uma sequéncia-alvo de polinucledétidos para
hibridizar com a sequéncia-alvo e direcionar a ligacéo
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para a
sequéncia-alvo. Em algumas formas de realizacdo, o grau de
complementaridade entre uma sequéncia-guia e a respetiva
sequéncia-alvo correspondente, quando alinhada de forma
ideal utilizando um algoritmo de alinhamento adequado, € de

9

0%,

cerca ou mais de cerca de 50%, 60%, 75%, 80%, 85%,
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95%, 97,5%, 99% ou mais. O alinhamento ideal pode ser
determinado com a utilizacdo de qualquer algoritmo adequado
para alinhar sequéncias, cujo exemplo ndo limitativo inclui
o algoritmo de Smith-Waterman, o algoritmo de Needleman-
Wunsch, os algoritmos baseados na Transformada de Burrows-
Wheeler (p. ex. o) Alinhamento de Burrows—-Wheeler),
Clustalw, Clustal X, BLAT, Novoalign (Novocraft
Technologies, ELAND (I1llumina, San Diego, ca), SOAP
(disponivel em soap.genomics.org.cn), e Maqg (disponivel em
maqg.sourceforge.net). Em algumas formas de realizacgdo, uma
sequéncia-guia tem um comprimento de cerca ou mais de cerca
de 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 75 ou mais
de nucledétidos. Em algumas formas de realizacd&o, uma
sequéncia-guia tem um comprimento inferior a cerca de 75,
50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12 ou menos nucledtidos. A
capacidade de uma sequéncia-guia para direcionar a ligacgao
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para uma
sequéncia-alvo pode ser avaliada através de qualguer ensaio
adequado. Por exemplo, o0s componentes de um sistema CRISPR
suficientes para formar um complexo CRISPR, incluindo a
sequéncia-guia a testar, podem ser fornecidos a uma célula
hospedeira com a sequéncia-alvo correspondente, tal como
mediante transfecao com vetores que codificam 0S
componentes da sequéncia CRISPR, seguida de uma avaliacéo
da clivagem preferencial na sequéncia-alvo, tal como
através de ensaio Surveyor conforme aqui descrito. De forma
semelhante, a clivagem de uma sequéncia-alvo de
polinucledtidos pode ser avaliada num tubo de ensaio
fornecendo a sequéncia-alvo componentes de um complexo
CRISPR, incluindo a sequéncia-guia a testar e uma
sequéncia-guia de controlo diferente da sequéncia-guia de
teste, e comparando a ligacdo ou taxa de clivagem na
sequéncia-alvo entre as reagbes da sequéncia-guia de

controlo e de teste. S&o possiveils outros ensaios, o que
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serd compreendido pelos peritos na técnica.

Uma sequéncia-guia pode ser selecionada para escolher
como alvo qualgquer sequéncia-alvo. Em algumas formas de
realizacdo, a sequéncia-alvo € uma sequéncia num genoma de
uma célula. As sequéncias—-alvo exemplares incluem as que
sdo exclusivas no genoma-alvo. Por exemplo, para a CAs9 de
S. pyogenes, uma sequéncia-alvo exclusiva num genoma pode
incluir um local-alvo de Cas9 da forma
MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXGG, em que NNNNNNNNNNNNXGG (N
corresponde a A, G, T ou C; e X pode corresponder a
qualguer coisa) tem uma uUnica ocorréncia no genoma. Uma
sequéncia-alvo exclusiva num genoma pode incluir um local-
alvo de Cas?9 de S. pyogenes da forma
MMMMMMMMMNNNNNNNNNNNXGG, em que NNNNNNNNNNNXGG (N
corresponde a A, G, T ou C; e X pode corresponder a
qualguer coisa) tem uma uUnica ocorréncia no genoma. Para a
CAs9 CRISPR1 de S. thermophilus, uma sequéncia-alvo
exclusiva num genoma pode incluir um local-alvo de Cas9 da
forma MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXXAGAA W, em que
NNNNNNNNNNNNXXAGAAW (N corresponde a A, G, T ou C; X pode
corresponder a qualquer coisa; e W corresponde a A ou T)
tem uma Unica ocorréncia no genoma. Uma sequéncia-alvo
exclusiva num genoma pode incluir um local-alvo de Cas?9
CRISPRI1 de S. thermophilus da forma
MMMMMMMMMNNNNNNNNNNMXXAGAAW, em que NNNNNNNNNNNXXAGAAW (N
corresponde a A, G, T ou C; X pode corresponder a qualquer
coisa; e W corresponde a A ou T) tem uma Unica ocorréncia
no genoma. Para a CAs9 de S. pyogenes, uma sequéncia-alvo
exclusiva num genoma pode incluir um local-alvo de Cas9 da
forma MMMMMMMMNNNNNNNNNNNNXGGXG, em gque NNNNNNNNNNNNXGGXG
(N corresponde a A, G, T ou C; e X pode corresponder a
qualquer coisa) tem uma uUnica ocorréncia no genoma. Uma
sequéncia-alvo exclusiva num genoma pode incluir um local-
alvo de Cas9 de S. pvogenes da forma
MMMMMMMMMNNNNNNNNNNNXGGXG, em que NNNNNNNNNNNXGGXG (N
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corresponde a A, G, T ou C; e X pode corresponder a
gualquer coisa) tem uma Unica ocorréncia no genoma. Em cada
uma destas sequéncias, “M” pode corresponder a A, G, T ou
C, e nao necessita de ser considerado na identificacé&o de
uma sequéncia como exclusivo.

Em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia-guia é
selecionada para reduzir o grau de estrutura secunddria na
sequéncia-guia. A estrutura secundédria pode ser determinada
através de qualquer algoritmo de dobramento de
polinucledtidos adequado. Alguns programas baseiam-se no
cdlculo da energia livre de Gibbs minima. Um exemplo de um
algoritmo desses €& mFold (Dobram), conforme descrito por
Zuker e Stiegler (Nucleic Acids Res. 9 (1981), 133 a 148).
Outro algoritmo de dobramento de exemplo ¢é RNAfold
(dobraARN) do servidor da Web online, desenvolvido no
Institute for Theoretical Chemistry at the University of
Vienna, wutilizando o algoritmo de previsdo de estrutura
central (consulte, p. ex. A.R. Gruber et al., 2008, Cell
106(1): 23 e 24; e PA Carr e GM Church, 2009, Nature
Biotechnology 27 (12): 1151 a 62).

Em geral, uma sequéncia tracr-mate inclui qualquer
sequéncia gque tenha complementaridade suficiente com uma
sequéncia tracr para provocar um ou mais entre o
apresentado em seguida: (1) excisdo de uma sequéncia-guia
flanqueada pelas sequéncias tracr-mate numa célula que
contém a sequéncia tracr correspondente; e (2) formagdo de
um complexo CRISPR numa sequéncia-alvo, em que o complexo
CRISPR compreende a sequéncia tracr-mate hibridizada para a
sequéncia tracr. Em geral, o grau de complementaridade
refere-se ao alinhamento ideal da segquéncia tracr-mate e
sequéncia tracr, ao longo do comprimento da mais curta das
duas sequéncias. O alinhamento ideal pode ser determinado
por gqualguer algoritmo de alinhamento adequado, e pode
ainda justificar as estruturas secundarias, tal como a

autocomplementaridade na sequéncia tracr ou sequéncia
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tracr-mate. Em algumas formas de realizacdo, o grau de
complementaridade entre a sequéncia tracr e a sequéncia
tracr-mate ao longo do comprimento da mais curta das duas
quando alinhadas de forma ideal é de cerca, ou mais de
cerca, de 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
97,5%, 99% ou mais. As ilustracdes de exemplo de
alinhamento ideal entre uma sequéncia tracr e uma sequéncia
tracr-mate sd@o fornecidas nas Figuras 12B e 13B. Em algumas
formas de realizacdo, a sequéncia tracr tem um comprimento
de cerca ou mais de cerca de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50 ou mais
nucleétidos. Em algumas formas de realizacdo, a sequéncia
tracr e a segquéncia tracr-mate estdo contidas numa Unica
transcricdo, de modo a que a hibridizacdo entre as duas
produza uma transcricdo com uma estrutura secundaria, tal
como um gancho (hairpin). As sequéncias de formacdo de
estruturas preferidas para a utilizacgdo nas estruturas em
gancho tém um comprimento de quatro nucledétidos e, mais
preferencialmente, a sequéncia GAAA. Contudo, podem ser
utilizadas sequéncias de estrutura mais longas ou mais
curtas, tais como sequéncias alternativas. As sequéncias
incluem preferencialmente um tripleto de nucledétidos (por
exemplo, AARA), e um nucledtido adicional (por exemplo C ou
G). Os exemplos de sequéncias de formagcdo de estruturas
incluem CAAA e AAAG. Numa forma de realizacéo, a
transcrigcdo ou a sequéncia de polinucledétidos transcrita
tem, pelo menos, dois ou mais ganchos. Nas formas de
realizagdo preferidas, a transcricdo tem dois, trés, qgquatro
ou cinco ganchos. Numa outra forma de realizacdo, a
transcrigcdo tem, no méximo, cinco ganchos. Em algumas
formas de realizagdo, a uUnica transcrigdo inclui ainda uma
sequéncia de terminagdo de transcrigdo; preferencialmente
trata-se de uma sequéncia poliT, por exemplo seis
nucledétidos T. Uma ilustracdo de exemplo de uma estrutura

em gancho assim é fornecida na parte inferior da Figura
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13B, em que a parte da sequéncia 5’ do “WN” final e a
montante da estrutura corresponde a sequéncia tracr-mate, e
a parte da sequéncia 3’ da estrutura corresponde a
sequéncia tracr. Outros exemplos nao limitativos de
polinucledtidos Unicos compreendendo uma sequéncia-guia,
uma sequéncia tracr-mate e uma sequéncia tracr sdo conforme
apresentados em seguida (indicados de 5’ a 3’), em que “N”
representa uma base de uma sequéncia-guia, o primeiro bloco
de letras minusculas representa a sequéncia tracr-mate, e o
segundo bloco de letras minuUsculas representa a sequéncia
tracr, e a sequéncia poli-T final representa o terminador
de transcricgao: (1)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaagatttaGAAAtaaatettgcaga
agctacaaagataaggcttt catgccgaaat-
caacaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT; (2)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaGAAAtgcagaagct—
acaaagataaggcttcatgccgaaatca
acaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT; (3)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
gtttttgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaagataaggcttcatgccgaaatca
acaccctgtcattttatggcagggtgtTTTTTT; (4)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctaGAAAtagcaagttaaaataaggctag
tccgttatcaacttgaaaa agtggcaccgagtcggt—-gcTTTTTT; (5)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctaGAAATAGcaagttaaaataaggctagt
ccgttatcaacttgaa aaagt—-gTTTTTTT; e (6)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctaghAAATAGcaagftamataaggctagtce
cgttatcaTTTTT TTT. Em algumas formas de vrealizacdo, as
sequéncias (1) a (3) sdo utilizadas em conjunto com Cas9 de
S. thermophilus CRISPR1. Em algumas formas de realizacgao,
as sequéncias (4) a (6) sado utilizadas em conjunto com Cas9
de S. pyogenes. Em algumas formas de realizacao, a
sequéncia tracr é uma transcrigdo separada de uma
transcrigcdo gque compreende a sequéncia tracr-mate (tal
conforme ilustrado na parte superior da Figura 13B).

Em algumas formas de realizacgao, é igualmente
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fornecido um modelo de recombinacéo. Um modelo de
recombinacgcao pode ser um componente de outro vetor conforme
aqui descrito, contido num vetor separado, ou fornecido
como um polinucleétido separado. Em algumas formas de
realizacdo, um modelo de recombinacdo ¢é concebido para
servir como um modelo na recombinacdo homdéloga, tal como
numa, ou junto a uma, sequéncia-alvo entalhada (nicked) ou
clivada por uma enzima CRISPR como uma parte de um complexo
CRISPR. Um polinucleétido modelo  pode ter qualqgquer
comprimento adequado, tal como um comprimento de cerca, ou
mais de cerca, de 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 150, 200,
500, 1000 ou mais nucledétidos. Em algumas formas de
realizacdo, o polinucledétido modelo é complementar a uma
porgdo de um polinucledétido que compreende a sequéncia-
alvo. Quando alinhado de forma ideal, um polinucledtido
modelo poderd ser sobreposto por um ou mais nucledtidos de
uma sequéncia-alvo (p. ex. cerca ou mais de cerca de 1, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ou
mais nucledétidos). Em algumas formas de realizacgdo, quando
uma sequéncia de modelo e um polinucledétido compreendendo
uma sequéncia-alvo se encontram idealmente alinhados, o
nucledétido mais prodximo do polinucledtido modelo encontra-
se a cerca de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100, 200, 300,
400, 500, 1000, 5000, 10000 ou mais nucledtidos da
sequéncia-alvo.

Em algumas formas de realizacdo, a enzima CRISPR & uma
parte de uma proteina de fusdo que compreende um ou mais
dominios de proteina heterdloga (p. ex. cerca ou mais de
cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mails dominios
além da enzima CRISPR). Uma proteina de fusdo de enzima
CRISPR pode compreender qualquer sequéncia de proteinas
adicional e, opcionalmente, uma sequéncia de ligante entre
quaisquer dois dominios. Os exemplos de dominios de
proteina que podem ser fundidos numa enzima CRISPR incluem,

sem limitacdo, etiquetas de epitopo, sequéncias de genes
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repérteres e dominios de proteina com uma ou mais das
seguintes atividades: atividade de metilase, atividade de
demetilase, atividade de ativacado de transcricdo, atividade
de repressédo de transcricao, atividade de fator de
libertacdao de transcricdo, atividade de modificacao de
histona, atividade de <clivagem de ARN e atividade de
ligagdo de &cido nucleico. Os exemplos ndo limitativos de
etiquetas de epitopo incluem etiquetas de histidina (His),
etiquetas Vb5, etiquetas FLAG, etiquetas de influenza
hemaglutinina (HA), etiquetas Myc, etiquetas VSV-G e
etiquetas de tioredoxina (Trx). Os exemplos de genes
repérteres incluem, mas ndo se limitam a, glutationa-S-
transferase (GST), peroxidase de rébano-silvestre (HRP),
cloranfenicol acetiltransferase (CAT), beta-galactosidase,
beta-glucuronidase, luciferase, proteina verde fluorescente
(GFP), HcRed, DsRed, proteina ciano fluorescente (CFP),
proteina amarela fluorescente (YFP) e proteinas
autofluorescentes incluindo proteina azul fluorescente
(BFP) . Uma enzima CRISPR pode ser fundida numa sequéncia de
genes que codifica uma proteina ou um fragmento de uma
proteina que liga moléculas de ADN ou liga outras moléculas
celulares, incluindo, mas ndo se limitando a, proteina de
ligagdo a maltose (MBP), etiqueta S, fusbdes de dominio e
ligagdo ao ADN Lex A (DBD), fusdes de dominio de ligacgédo ao
ADN GAL4, e fusdes de proteina BP1l6 do virus herpes Simplex
(HSV) . Os dominios adicionais que podem fazer parte de uma
proteina de fusdo compreendendo uma enzima CRISPR séo
descritos em UsS20110059502. Em algumas formas de
realizacdo, uma enzima CRISPR com etiqueta é utilizada para
identificar a localizacdo de uma sequéncia-alvo.

Em alguns aspetos, a divulgacdo fornece métodos que
compreendem a distribuicdo de um ou mais polinucleédtidos,
tais como um ou mais vetores conforme aqui descrito, uma ou
mais transcrigdes dos mesmos, e/ou uma ou mais proteinas

transcritas dos mesmos, a uma célula hospedeira. Em alguns
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aspetos, a divulgacdo fornece ainda células produzidas por
esses métodos, e organismos (tais como animais, plantas ou
fungos) que compreendem ou sao produzidos a partir dessas
células. Em algumas formas de realizacao, é fornecida a uma
célula uma enzima CRISPR em conjunto com (e opcionalmente
complexada com) uma sequéncia-guia. Os métodos de
transferéncia de genes com bases virais e nao virais
convencionais podem ser utilizados para introduzir &cidos
nucleicos nas células de mamifero ou tecidos-alvo. Esses
métodos podem ser utilizados para administrar Acidos
nucleicos que codificam componentes de um sistema CRISPR
para células na cultura, ou num organismo hospedeiro. Os
sistemas de distribuicdo de vetores ndo virais incluem
plasmideos de ADN, ARN (p. ex. uma transcricdo de um vetor
aqui descrito), acido nucleico nu, e 4cido nucleico
complexado com um veiculo de distribuicdo, tal como um
lipossoma. Os sistemas de distribuicdo de vetores virais
incluem virus de ADN e ARN, que tém genomas epissomais ou
integrados apdés o fornecimento a célula. Para obter uma
revisdo dos procedimentos de terapia genética, consulte
Anderson, Science 256:808 a 813 (1992); Nabel & Felgner,
TIBTECH 11:211 a 217 (1993); Mitani & Caskey, TIBTECH
11:162 a 166 (1993); Dillon, TIBTECH 11:167 a 175 (1993);
Miller, Nature 357:455 a 460 (1992) ; Van Brunt,
Biotechnology 6(10):1149 a 1154 (1988); Vigne, Restorative
Neurology and Neuroscience 8:35 a 36 (1995); Kremer &
Perricaudet, British Medical Bulletin 51(1):31 a 44 (1995);
Haddada et al., em ™“Current Topics 1in Microbiology and
Immunology”, Doerfler e B&hm (eds) (1995); e Yu et al.,
Gene Therapy 1:13 a 26 (1994).

Os métodos de distribuicdo nédo viral de éacidos
nucleicos incluem lipofecdo, nucleofegcdo, microinjecéo,
biolistica, virossomas, lipossomas, imunolipossomas,
policatido ou conjugados de lipido:acido nucleico, ADN nu,

virides artificiais, e absorcédo de ADN melhorada pelo
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agente. A lipofecdo é descrita, p. ex., nas Patentes U.S.
n.° 5.449.386, 4.946.787; e 4.897.355, e o0s reagentes de
lipofecédo sao comercializados (p. ex., Transfectam™ e
Lipofectin™). O0Os lipidos <catidénicos e neutros que séao
adequados para uma lipofecdo de polinucledétidos eficaz de
reconhecimento de recetores incluem os de Felgner, WO
91/17424; WO 91/16024. O fornecimento pode ser a células
(p. ex. administracdo in vitro ou ex vivo) ou tecidos-alvo
(p. ex. administracdo in vivo).

A preparacgcdo de complexos de lipido:écido nucleico,
incluindo lipossomas escolhidos como alvo, tais como
complexos de imunolipido, é bem conhecida de um perito na
técnica (consulte, p. ex., Crystal, Science 270:404 a 410
(1995); Blaese et al., Cancer Gene Ther. 2:291 a 297
(1995); Behr et al., Bioconjugate Chem. 5:382 a 389 (1994);
Remy et al., Bioconjugate Chem. 5:647 a 654 (1994); Gao et
al., Gene Therapy 2:710 a 722 (1995); Ahmad et al., Cancer
Res. 52:4817 a 4820 (1992); Patentes U.S. n.°s 4.186.183,
4.217.344, 4.235.871, 4.261.975, 4.485.054, 4.501.728,
4.774.085, 4.837.028 e 4.946.787).

A utilizacdo de sistemas a base de ARN ou ADN viral
para o fornecimento de A&cidos nucleicos tira partido de
processos altamente evoluidos para a escolha de um virus
como alvo para células especificas no corpo e o trafego da
carga viral até ao nucleo. Os vetores virais podem ser
administrados diretamente nos pacientes (in vivo) ou podem
ser utilizados para tratar células in vitro, e as células
modificadas podem opcionalmente ser administradas nos
pacientes (ex vivo). Os sistemas com Dbases virais
convencionais podem incluir vetores retrovirais, de
lentivirus, adenovirais, adeno-associados e de virus herpes
simplex para a transferéncia de genes. A integragdo no
genoma hospedeiro é possivel com 0s métodos de
transferéncia de genes de retrovirus, lentivirus e virus

adeno—-associado, resultando muitas vezes na expressao de
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longo prazo do transgene inserido. Adicionalmente, foram
observadas eficiéncias de alta transducdo em muitos tipos
de célula e tecidos-alvo diferentes.

O tropismo de um retrovirus pode ser alterado
incorporando proteinas envelope estranhas, expandindo a
populacdo—-alvo potencial de células-alvo. Os vetores
lentivirais s&o vetores retrovirais que sdo capazes de
transformar ou infetar células sem divisdo e produzir
habitualmente titulacgdes virais elevadas. Por conseguinte,
a selecdo de um sistema de transferéncia de genes
retrovirais dependeria do tecido-alvo. Os vetores
retrovirais sdo constituidos ©por repeticdes terminais
longas que atuam em cis com uma capacidade de empacotamento
de, no maximo, 6 a 10 kb de sequéncia estranha. As LTRs que
atuam em cis minimas sdo suficientes para a replicacdo e o
empacotamento dos vetores, que sado depois utilizados para
integrar o gene terapéutico na célula-alvo para fornecer a
expressao de transgenes permanente. Os vetores retrovirais
muito utilizados incluem os que se baseiam no virus da
leucemia murina (MulLV), virus da leucemia do macaco gibdo
(GalLVv), wvirus da Imunodeficiéncia Simia (VIS), wvirus da
imunodeficiéncia humana (VIH), e combinagdes dos mesmos
(consulte, p. ex., Buchscher et al., J. Virol. 66:2731 a
2739 (1992); Johann et al., J. Virol. 66:1635 a 1640
(1992); Sommnerfelt et al., Virol. 176:58 a 59 (1990);
Wilson et al., J. Virol. 63:2374 a 2378 (1989); Miller et
al., J. Virol. 65:2220 a 2224 (1991); PCT/US94/05700).

Nas aplicagbdes em dque a expressdo transitédéria é
preferida, podem ser utilizados sistemas baseados em
adenovirus. Os vetores baseados em adenovirus sdo capazes
de uma eficiéncia de transdugdo muito elevada em muitos
tipos de célula e ndo necessitam de divisdo celular. Com
esses vetores, foram obtidos niveis de expressdo e
titulagdes elevados. Este vetor pode ser produzido em

grandes quantidades num sistema relativamente simples. Os
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vetores de virus adeno-associado (“AAV”) também podem ser
utilizados para transformar células com &cidos nucleicos-
alvo, p. ex., na producgdo in vitro de &cidos nucleicos e
péptidos, e relativamente a procedimentos de terapia
genética in vivo e ex vivo (consulte, p. ex., West et al.,
Virology 160:38 a 47 (1987); Patente U.S. n.° 4.797.368; WO
93/24641; Kotin, Human Gene Therapy 5:793 a 801 (1994);
Muzyczka, J. Clin. Invest. 94:1351 (1994). A construcao de
vetores AAV recombinantes ¢é descrita numa quantidade de
publicac¢des, 1ncluindo a Patente U.S. n.° 5.173.414;
Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251 a 3260 (1985);
Tratschin, et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072 a 2081 (1984);
Hermonat & Muzyczka, PNAS 81:6466 a 6470 (1984); e Samulski
et al., J. Virol. 63:03822 a 3828 (1989).

As células de empacotamento sao habitualmente
utilizadas para formar particulas de virus que sejam
capazes de injetar uma célula hospedeira. Essas células
incluem células 293, que empacotam adenovirus, e células |2
ou células PA317, que empacotam retrovirus. O0s vetores
virais wutilizados na terapia genética sdo habitualmente
gerados através da producdo de wuma linha celular que
empacota um vetor de &cido nucleico numa particula viral.
Geralmente, os vetores contém as sequéncias virais minimas
necesséarias para o empacotamento e subsequente integracio
num hospedeiro, em que outras sequéncias virais séao
substituidas por uma cassete de expressdo para gue O0S
polinucledtidos sejam expressados. As fungdes virais em
falta sdo normalmente fornecidas em trans pela linha
celular de empacotamento. Por exemplo, habitualmente, o0s
vetores AAV utilizados na terapia genética apenas tém
sequéncias ITR do genoma AAV que sejam necessarias para o
empacotamento e a integracdo no genoma hospedeiro. O ADN
viral ¢é empacotado numa linha celular, gque contém um
plasmideo auxiliar que codifica os outros genes AAV,

nomeadamente rep e cap, mas ndo tem sequéncias ITR. A linha
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celular também pode ser infetada com adenovirus como um
auxiliar. O wvirus auxiliar provoca a replicacdo do vetor
AAV e a expressdao de genes AAV a partir do plasmideo
auxiliar. O ©plasmideo auxiliar n&o ¢é empacotado em
quantidades significativas devido a uma falta de sequéncias
ITR. A contaminacdo com adenovirus pode ser reduzida
através, p. ex., de tratamento térmico ao gqual o adenovirus
¢ mais sensivel do que o AAV. 0Os métodos adicionais para a
distribuicdo de &cidos nucleicos a células sédo conhecidos
dos peritos na técnica. Consulte, por exemplo,
Us20030087817.

Em algumas formas de realizacdo, uma célula hospedeira
é¢ transfetada de forma transitdéria ou ndo transitdéria com
um ou mais vetores aqui descritos. Em algumas formas de
realizagdo, uma célula é transfetada a medida que ocorre
naturalmente num sujeito. Em algumas formas de realizacéo,
uma célula que ¢é transfetada é retirada de um sujeito. Em
algumas formas de realizacdo, a célula é obtida a partir de
células retiradas de um sujeito, tal como uma linha
celular. Uma vasta variedade de linhas celulares para a
cultura de tecidos é conhecida na técnica. 0Os exemplos de
linhas celulares incluem, mas ndo se limitam a, C81le6l,
CCRF-CEM, MOLT, mIMCD-3, NHDF, HeLa-S3, Huhl, Huh4, Huh7,
HUVEC, HASMC, HEKn, HEKa, MiaPaCell, Pancl, PC-3, TF1,
CTLL-2, ClR, Rat6, CV1, RPTE, Al10, T24, J82, A375, ARH-77,
Calul, Sw480, SW620, SKOV3, SK-UT, CaCoZ2, P388D1, SEM-KZ2,
WEHI-231, HBb56, TIBS5, Jurkat, J45.01, LRMB, Bcl-1, BC-3,
IC21, DLD2, Raw264.7, NRK, NRK-52E, MRC5, MEF, Hep G2, Hela
B, Hela T4, CO0OS, C0S-1, CO0S-6, COS-M6A, células epiteliais
de rim de macaco BS-C-1, fibroblasto de embrido de ratinho
BALB/3T3, 3T3 Swiss, 3T3-L1, fibroblastos fetais humanos
132-d5; fibroblastos de ratinho 10.1, 293-T, 3T3, 721, 9L,
A2780, A2780ADR, A2780cis, Al72, A20, A253, A431, A-549,
ALC, Ble6, B35, células BCP-1, BEAS-2B, DbEnd.3, BHK-21, BR
293, BxPC3, C3H-10T1/2, C6/36, Cal-27, CHO, CHO-7, CHO-IR,
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CHO-K1, CHO-K2, CHORE, CHO Dhfr -/-, COR-L23, COR-L23/CPR,
COR-L23/5010, COR-L23/R23, C0S-7, COvV-434, CML T1, CMT,
cT26, D17, DH82, DU145, DuCaP, EL4, EM2, EM3, EMT6/ARI,
EMT6/AR10.0, FM3, H1299, H69, HB54, HB55, HCA2, HEK-293,
Hela, Hepalclc?7, HL-60, HMEC, HT-29, Jurkat, células JY,
células K562, Ku8l2, KCL22, KG1, KYOl, LNCap, Ma-Mel 1-48,
MC-38, MCF-7, MCF-10A, MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-435,
MDCK II, MDCK II, MOR/0.2R, MONO-MAC 6, MTD-1A, MyEnd, NCI-
H69/CPR, NCI-H69/1LX10, NCI-H69/1LX20, NCI-H69/LX4, NIH-3T3,
NAILM-1, NW-145, 1linhas celulares OPCN/OPCT, Peer, PNT-
1A/PNT 2, RenCa, RIN-5F, RMA/RMAS, células Saos-2, Sf-9,
SkBr3, T2, T-47D, T84, linha celular THP1l, U373, U887, U937,
VCaP, células Vero, WM39, WT-49, X633, YAC-1, YAR e
variedades transgénicas das mesmas. As linhas celulares
estdo disponiveis a partir de uma variedade de origens
conhecidas dos peritos na técnica (consulte, p. ex., a
Colecdao Americana de Culturas Celulares (ATTC - American
Type Culture Collection) (Manassus, Va.)). Em algumas
formas de realizacdo, ¢é utilizada uma célula transfetada
com um ou mais vetores aquil descritos para estabelecer uma
nova linha celular compreendendo uma ou mais sequéncias
derivadas de vetores. Em algumas formas de realizacgdo, uma
célula transfetada transitoriamente com os componentes de
um sistema CRISPR conforme aqui descrito (tal como por
transfecdo transitdria de um ou mais vetores, ou transfecéo
com ARN), e modificada através da atividade de um complexo
CRISPR, é utilizada para estabelecer uma nova linha celular
compreendendo células que contém a modificacdo, mas ndo tém
qualquer outra sequéncia exdgena. Em algumas formas de
realizacgédo, as células transfetadas de forma transitdria ou
ndo transitdéria com um ou mas vetores aqui descritos, ou
linhas celulares derivadas dessas células, sdo utilizadas
na avaliacdo de um ou mais compostos de teste.

Em algumas formas de realizacdo, sao utilizados um ou

mais vetores aqui descritos para produzir uma planta
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transgénica ou animal transgénico n&o humano. Em algumas
formas de realizacdo, o animal transgénico é um mamifero,
tal como um ratinho, um rato ou um coelho. Em determinadas
formas de realizacdo, o0 organismo ou sujeito €& uma planta.
Em determinadas formas de realizacgcdo, ©o organismo ou o
sujeito ou a planta sdo algas. 0Os métodos de producdo de
plantas e animais transgénicos sao conhecidos na técnica, e
comecam geralmente com um método de transfecdo de células,
tal como agqui descrito. O0Os animais transgénicos séo
igualmente fornecidos, tal como as plantas transgénicas,
especialmente colheitas e algas. A planta ou o animal
transgénico pode ser atil em aplicacdes fora do
fornecimento de um modelo de doenga. Estas podem incluir
alimentos ou producédo de alimentos através da expressédo de,
por exemplo, niveis mais elevados de proteinas, hidratos de
carbono, nutrientes ou vitaminas do que o0s normalmente
observados no tipo selvagem. Relativamente a 1isto, séo
preferiveis as plantas transgénicas, especialmente legumes
e tubérculos, e os animais, especialmente mamiferos, tais
como gado (vacas, ovelhas, cabras e porcos), mas também
aves domésticas e insetos comestiveis.

As algas transgénicas ou outras plantas, tais como
colza, podem ser particularmente Uteis na producdo de dleos
vegetais ou biocombustiveis, tais como adlcoois
(especialmente metanol e etanol), por exemplo. Estes podem
ser produzidos para expressar ou Sobre-expressar niveis
elevados de 6leo ou 4lcoois para a utilizacdo nas
industrias de 6leo ou biocombustivel.

Num aspeto, a divulgacgao fornece métodos de
modificacgéao de um polinucledétido-alvo numa célula
eucariodética. Em algumas formas de realizacdo, o método
compreende a permissdo a um complexo CRISPR para O mesmo se
ligar ao polinucledétido-alvo para efetuar a clivagem do
referido polinucledétido-alvo, modificando assim o)

polinucledétido-alvo, em gque o complexo CRISPR compreende
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uma enzima CRISPR complexada com uma sequéncia-guia
hibridizada para uma sequéncia-alvo no referido
polinucledétido-alvo, em que a referida sequéncia-guia se
encontra ligada a uma sequéncia tracr-mate que, por sua
vez, é hibridizada para uma sequéncia tracr.

Num aspeto, a divulgacdo fornece um método de
modificacdo de expressdo de um polinucledétido numa célula
eucaridética. Em algumas formas de realizacd&o, o método
compreende a permissdo a um complexo CRISPR para O mesmo se
ligar ao polinucledétido, de modo a que a referida ligacdo
resulte numa maior ou menor expressao do referido
polinucledétido, em que o complexo CRISPR compreende uma
enzima CRISPR complexada com uma sequéncia-guia hibridizada
para uma sequéncia-alvo no referido polinucleétido, em que
a referida sequéncia-guia se encontra ligada a uma
sequéncia tracr-mate gue, por sua vez, € hibridizada para
uma sequéncia tracr.

Com os recentes avancos na gendmica das colheitas, a
capacidade de utilizar sistemas CRISPR-Cas para efetuar uma
manipulacdo e uma edigdo de genes eficazes e economicamente
vidveis 1ird permitir a comparacdo e selecdo rapidas de
manipulacgdes genéticas Gnicas e multiplexadas para
transformar esses genomas para uma melhor producgcdo e
caracteristicas melhoradas. Relativamente a isto, ¢é feita
referéncia a publicagdes e patentes US: patente US n.°
6.603.061 - M“Agrobacterium-Mediated Plant Transformation
Method” (Método de Transformacdo de Plantas Mediado por
Agrobactérias); patente US n.° 7.868.149 - “Plant Genome
Sequences and Uses Thereof” (Sequéncias de Genomas de
Plantas e Respetivas Utilizagbes) e US 2009/0100536 -
“Transgenic Plants with Enhanced Agronomic Traits” (Plantas
Transgénicas com Caracteristicas Agrondémicas Melhoradas),
Morrell et al. "“Crop genomics:advances and applications”
Nat Rev Genet. 29 de dezembro de 2011; 13(2):85 a 96. Numa

forma de realizagdo vantajosa da invencdo, o© sistema
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CRISPR/Cas9 é utilizado para produzir microalgas (Exemplo
14) . Em conformidade, neste caso, a referéncia a células de
animais também pode aplicar-se, mutatis mutandis, as
células de plantas, salvo evidéncia em contréario.

Num aspeto, a divulgacéao fornece métodos de
modificacgéo de um polinucledétido-alvo numa célula
eucaridética, que pode ser in vivo, ex vivo ou Iin vitro. Em
algumas formas de realizacao, o método compreende a
amostragem de uma célula ou populacdo de células de uma
planta (incluindo microalgas) ou animal humano ou nao
humano, e a modificacdo da célula ou das células. A cultura
pode ocorrer em qualquer estadio ex vivo. A célula ou as
células até podem ser reintroduzidas na planta (incluindo
microalga) ou no animal ndo humano.

Num aspeto, a divulgacdo fornece kits que contém
qualquer um ou mais dos elementos divulgados nos métodos e
nas composig¢bes acima. Em algumas formas de realizagdo, o
kit compreende um sistema de vetores e 1instrugdes de
utilizacdo do kit. Em algumas formas de realizagdo, O
sistema de vetores compreende (a) um primeiro elemento
regulador ligado de modo funcional a uma sequéncia tracr-—
mate e a um ou mais locals de insercgcdo para inserir uma
sequéncia-guia a montante da sequéncia tracr-mate, em que,
quando expressada, a sequéncia-guia direciona a ligacgéao
especifica da sequéncia de um complexo CRISPR para uma
sequéncia-alvo numa célula eucaridtica, em gque o complexo
CRISPR compreende uma enzima CRISPR complexada com (1) a
sequéncia-guia que ¢é hibridizada para a sequéncia-alvo, e
(2) a sequéncia tracr-mate dque ¢é hibridizada para a
sequéncia tracr; e/ou (b) um segundo elemento regulador
ligado de modo funcional a uma sequéncia de codificacédo de
enzimas que codifica a referida enzima CRISPR compreendendo
uma sequéncia de localizacdo nuclear. 0s elementos podem
ser fornecidos individualmente ou em combinac¢des, e podem

ser fornecidos em qualquer recipiente adequado, tal como um
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frasco, uma garrafa ou um tubo. Em algumas formas de
realizacao, o kit incluil instrugdes num ou em mais idiomas,
por exemplo em mais de um idioma.

Em algumas formas de realizacgdo, um kit compreende um
ou mais reagentes para a utilizagdo num processo dque
utiliza um ou mais dos elementos aqui descritos. Os
reagentes podem ser fornecidos em qgualquer recipiente
adequado. Por exemplo, um kit pode fornecer um ou mais
tampdes de armazenamento ou reacao. 0Os reagentes podem ser
fornecidos numa forma que seja utilizdvel num determinado
ensaio, ou numa forma gue necessite da adicgdo de um ou mais
outros componentes antes da utilizacao (p. ex. na forma
concentrada ou liofilizada). Um tampdo pode ser qualquer
tampdo, incluindo, mas nado se limitando a, um tampdo de
carbonato de sdédio, um tampdo de bicarbonato de sdédio, um
tampdo de borato, um tampdo Tris, um tampdo MOPS, um tampéo
HEPES e combinag¢des dos mesmos. Em algumas formas de
realizagdo, o tampdo ¢é alcalina. Em algumas formas de
realizacdo, o tampao tem um pH de cerca de 7 a cerca de 10.
Em algumas formas de realizacdo, o kit compreende um ou
mais oligonucledtidos correspondentes a uma sequéncia-guia
para a insergdo num vetor, de modo a ligar de modo
funcional a sequéncia-guia e um elemento regulador. Em
algumas formas de realizacéao, o kit compreende  um
polinucledétido modelo de recombinacéo homdloga.

Num aspeto, a divulgacdo fornece métodos para pedir um
ou mais elementos de um sistema CRISPR. O complexo CRISPR
da 1invencao fornece um meio eficaz para modificar um
polinucledétido—-alvo. O complexo CRISPR da invencdo tem uma
vasta variedade de utilidades incluindo a modificacao (p.
ex., delecdo, insercao, translocacdo, inativacao, ativacéao)
de um polinucledtido—-alvo numa multiplicidade de tipos de
célula. Como tal, o complexo CRISPR da invencdo tem um
largo espetro de aplicacgdes, p. ex., na terapia genética,

rastreio de féarmacos, diagndéstico de doencas e progndstico.
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Um complexo CRISPR exemplar compreende uma enzima CRISPR
complexada com uma sequéncia-guia hibridizada para uma
sequéncia-alvo no polinucledétido-alvo. A sequéncia-guia é
ligada a wuma sequéncia tracr-mate que, por sua vez, é
hibridizada para uma sequéncia tracr.

O polinucledétido-alvo de um complexo CRISPR pode ser
qualquer polinucledétido enddgeno ou exdbgeno em relacgdo a
célula eucaridética. Por exemplo, o polinucledtido-alvo pode
ser um polinucledétido que reside no nucleo da célula
eucaridtica. O polinucledtido-alvo pode ser uma sequéncia
que codifica um produto de gene (p. ex., uma proteina) ou
uma sequéncia de nédo-codificacdo (p. ex., um polinucledtido
regulador ou uma ADN 1lixo). Sem ser pretendida qualquer
limitacdo a uma teoria, parte-se do principio de que a
sequéncia-alvo deve ser associada a um PAM (protospacer-
motivo adjacente); ou seja, uma sequéncia curta reconhecida
pelo complexo CRISPR. Os requisitos precisos de sequéncia e
comprimento para o PAM diferem consoante a enzima CRISPR
utilizada, mas os PAMs tém habitualmente 2 a 5 sequéncias
de pares de bases adjacentes ao protospacer (ou seja, a
sequéncia-alvo) . Os exemplos de sequéncias PAM séo
fornecidos na seccdo de exemplos abaixo, e o perito na
técnica poderd identificar mais sequéncias PAM para a
utilizacdo com uma determinada enzima CRISPR.

O polinucledétido-alvo de um complexo CRISPR pode
incluir um numero de polinucledticos e genes associados a
doenca, bem como polinucledétidos e genes associados a via
bioquimica de sinalizacéo.

Os exemplos de polinucledétidos-alvo incluem uma
sequéncia associada a uma via bioquimica de sinalizacao, p.
ex., um polinucledtido ou gene associado a via biogquimica
de sinalizacédo. Os exemplos de polinucledtidos—-alvo incluem
um polinucledtido ou gene associado a doenca. Um
polinucledétido ou gene “associado a doenga” refere-se a

qualquer polinucledétido ou gene gue produza produtos de
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transcricdo ou traducdo num nivel anormal ou numa forma
anormal nas células derivadas de tecidos afetados por uma
doenca em comparacdo com tecidos ou células de um controlo
sem doenca. Pode ser um gene que ¢é expressado num nivel
anormalmente elevado; pode ser um gene que € expressado num
nivel anormalmente baixo, em que a expressdo alterada se
correlaciona com a ocorréncia e/ou progressdo da doencga. Um
gene associado a doenca também se refere a uma mutacgdo ou
mutacdes gque tém genes ou uma variacdo genética que é
diretamente responsavel ou se encontra em desequilibrio de
ligacgdo com um gene ou genes responsidveis pela etiologia de
uma doencga. Os produtos transcritos ou traduzidos podem ser
conhecidos ou desconhecidos, e podem encontrar-se num nivel
normal ou anormal.

Os exemplos de polinucledétidos e genes associados a
doenca estdo disponiveis a partir de McKusick-Nathans
Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University
(Baltimore, Md.) e National Center for Biotechnology
Information, National Library of Medicine (Bethesda, Md.),
disponivel na World Wide Web.

Os exemplos de polinucledétidos e genes associados a
doenca sado indicados nas Tabelas A e B. As informagdes
especificas da doenga estdo disponiveis a partir de
McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns
Hopkins University (Baltimore, Md.) e National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine
(Bethesda, Md.), disponiveis na World Wide Web. Os exemplos
de polinucledétidos e genes associados a via bioquimica de
sinalizacgdo séao indicados na Tabela C.

As mutacgdes nestes genes e vias podem resultar na
producéao de proteinas impréprias ou proteinas em
quantidades imprdéprias que afetam a funcgdo. Esses genes,
proteinas e vias podem ser o polinucledétido-alvo de um

complexo CRISPR.
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Tabela A

DOENCA/DISTURBIOS

GENE (3)

Neoplasia

PTEN; ATM; ATR; EGFR; ERBB2; ERBB3; ERBB4;

Notchl; Notch2; Notch3; Notch4; AKT; AKT2; AKT3;

HIF;

HIFla; HIF3a; Met; HRG; Bcl2; PPAR alfa; PPAR

gama; WT1l (Tumor de Wilms); Membros da familia de

Recetores FGF

(5 membros: 1, 2, 3, 4, 5); CDKN2a; APC;

RB (retinoblastoma); MEN1l; VHL; BRCALl; BRCAZ;

AR (Recetor de Androgénios); TSGl0l; IGF; Recetor

IGF; Igfl

(4 variantes); Igf2 (3 variantes); Recetor Igf 1;

Recetor Igf 2;

Bax; Bcl2; familia das caspases (9 membros:

1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 12); Kras; Apc

Degeneracgao

Macular

Abcr; Ccl2; Cc2; cp (ceruloplasmina); Timp3;

catepsinaD;

relacionada com a

vldlr; Ccr2

Idade

Esquizofrenia Neuregulina 1 (Nrgl); Erb4 (recetor para
Neuregulina);
Complexinal (Cplxl); Triptofano hidroxilase Tphl;
Tph?2
Triptofano hidroxilase 2; Neurexina 1; GSK3;
GSK3a;
GSK3b

Disturbios 5-HTT (Slc6a4d4); COMT; DRD (Drdla); SLC6A3; DAOA;

DINBP1l; Dao (Daol)

Disturbios de

HTT (Diagndéstico de Huntington); SBMA/SMAX1/AR

(Diagnéstico de Kennedy);

Repeticgdo de

Trinucledtidos

FXN/X25 (Ataxia de Friedreich); ATX3 (Diagndstico

de Machado-

Joseph); ATXN]1l e ATXN2 (ataxias
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espinocerebelares); DMPK (distrofia miotédnica);

Atrofina-1 e Atnl

(Diagndéstico de DRPLA); CBP (Creb-BP -

instabilidade global); VLDLR

(Alzheimer); Atxn7; Atxnl0

Sindrome do X

FMR2; FXR1l; FXR2; mGLURS

Fragil
Disturbios APH-1 (alfa e beta); Presenilina (Psenl);
Relacionados nicastrina

com Secretase

(Ncstn); PEN-2

Outros

Nosl; Parpl; Natl; Nat2

Disturbios
relacionados com

prido

Prp

ELA

SOD1; ELA2; STEX; FUS; TARDBP; VEGF (VEGF-a;

VEGF-c)

Toxicodependéncia

Prkce (&lcool); Drd2; Drd4; ABAT (&lcool); GRIAZ2;

Grm5; Grinl; Htrlb; Grin2a; Drd3; Pdyn; Grial

(dlcool)

Autismo

Mecp2; BZRAP1l; MDGA2; SemabA; Neurexina 1; X

Fragil

(FMR2 (AFF2); FXR1l; FXR2; Mglurb)

Doenca de

El; CHIP; UCH; UBB; Tau; LRP; PICALM; Clusterina;

Alzheimer PS1;
SORL1; CR1l; Vvldlr; Ubal; Uba3; CHIP28 (Agpl,
Aquaporina 1); Uchll; Uchl3; APP

Inflamacgao IL-10; IL-1 (IL-la; IL-1b); IL-13; IL-17 (IL-17a

(CTLA8); IL-17b;

IL-17¢; IL-17d; IL-17f); II-23; Cx3crl; ptpn22;

TNFa;

NOD2/CARD15 for IBD; IL-6; IL-12 (IL-12a; IL-

12b);

CTLA4; Cx3cll
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Doenca de

Parkinson

x—-Sinucleina; DJ-1; LRRK2; Parkina; PINKLl

Tabela B

Doencgas e
disturbios da
coagulacgao

sanguinea

Anemia (CDAN1l, CDAl, RPS19, DBA, PKLR, PKl,
NT5C3, UMPH1, PSN1, RHAG, RH50A, NRAMP2, SPTB,
ALAS2, ANH1, ASB, ABCB7, ABC7, ASAT); Sindrome
do linfécito nu (TAPBP, TPSN, TAP2, ABCB3, PSF2,
RING11, MHC2TA, C2TA, RFX5, RFXAP, RFX5),
Disturbios hemorrdgicos (TBXA2R, P2RX1l, P2X1l);
Fator H e fator tipo H 1 (HF1l, CFH, HUS); Fator
V e fator VIII (MCFD2); Deficiéncia de fator VII
(F7); Deficiéncia de fator X (F10); Deficiéncia
de fator XI (Fll); Deficiéncia de fator XII
(F12, HAF); Deficiéncia de fator XIIIA (F13Al,
F132); Deficiéncia de fator XIIIB (F13B); Anemia
de Fanconi (FANCA, FACA, FAl, FA, FAA, FAAP95,
FAAP90, FLJ34064, FANCB, FANCC, FACC, BRCA2,
FANCD1, FANCD2, FANCD, FACD, FAD, FANCE, FACE,
FANCF, XRCC9, FANCG, BRIP1l, BATCH1l, FANCJ, PHF9,
FANCL, FANCM, KIAA1596); Disturbios de
linfohistiocitose hemofagocitica (PRF1l, HPLHZ,
UNC13D, MUNC13-4, HPLH3, HLH3, FHL3); Hemofilia
A (F8, F8C, HEMA); Hemofilia B (F9, HEMB),
Disturbios hemorrdgicos (PI, ATT, F5);
Disturbios e deficiéncias de leucdcitos (ITGB2Z,
CDh 18, LCAMB, LAD, EIF2Bl, EIF2BA, EIF2B2,
EIF2B3, EIF2B5, LVWM, CACH, CLE, EIF2B4); Anemia
de células falciformes (HBB); Talassemia (HBAZ2,

HBB, HBD, LCRB, HBAl).

Doencas e
disturbios

oncoldégicos e

desregulagao

Linfoma ndo-Hodgkin de células B (BCL7A, BCL7);
Leucemia (TALl, TCL5, SCL, TAL2, FLT3, NBSI1,
NBS, ZNFN1Al, IKl, LYF1l, HOXD4, HOX4B, BCR, CML,

PHL, ALL, ARNT, KRAS2, RASK2, GMPS, AF10,

73



EP2771468B1

celular

ARHGEF12, LARG, KIAA0382, CALM, CLTH, CEBPA,
CEBP, CHIC2, BTL, FLT3, KIT, PBT, LPP, NPMI,
NUP214, D9S46E, CAN, CAIN, RUNX1, CBFA2, AMLI,
WHSC1L1l, NSD3, FLT3, AF1Q, NPM1, NUMAl, ZNF145,
PLZF, PML, MYL, STAT5B, AF10, CALM, CLTH, ARL11,
ARLTS1, P2RX7, P2X7, BCR, CML, PHL, ALL, GRAF,
NF1l, VRNF, WSS, NFNS, PTPN1l, PTP2C, SHP2, NS1,
BCL2, CCND1l, PRAD1, BCLl, TCRA, GATAl, GF1,
ERYF1l, NFEl, ABLl, NQOl, DIA4, NMOR1l, NUP214,

D9S46E, CAN, CAIN).

Doencas e
disturbios
relacionados com

inflama¢do e imunes

SIDA (KIR3DL1l, NKAT3, NKB1, AMB1l1l, KIR3DS1,
IFNG, CXCL1l2, SDFl); Sindrome linfoproliferativa
autoimune (TNFRSF6, APT1, FAS, CD95, ALPS1A);
Imunodeficiéncia combinada, (IL2RG, SCIDX1,
SCIDX, IMD4); VIH-1 (CCL5, SCYA5, D175136E,
TCP228), infecdo ou suscetibilidade ao VIH
(IL10, CSIF, CMKBR2, CCR2, CMKBR5, CCCKRb5
(CCR5)); Imunodeficiéncias (CD3E, CD3G, AICDA,
AID, HIGM2, TNFRSF5, CD40, UNG, DGU, HIGM4,
TNFSF5, CD40LG, HIGM1, IGM, FOXP3, IPEX, AIID,
XPID, PIDX, TNFRSF14B, TACI); Inflamacao (IL-10,
IL-1 (IL-la, IL-1b), IL-13, IL-17 (IL-17a
(CTLA8), IL-17b, IL-17¢, IL-17d, IL-17f), II-23,
Cx3crl, ptpn22, TNFa, NOD2/CARD15 para IBD, IL-
6, IL-12 (IL-12a, IL-12b), CTLA4, Cx3cll);
Imunodeficiéncias combinadas graves

(SGIDs) (JAK3, JAKL, DCLRE1C, ARTEMIS, SCIDA,
RAGl, RAG2, ADA, PTPRC, CD45, L1LCA, IL7R, CD3D,

T3D, IL2RG, SCIDX1l, SCIDX, IMD4).
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Doengas e
disturbios
metabdlicos, do
figado, do rim e

das proteinas

Neuropatia amiloide (TTR, PALB);

Amiloidose

(APOA1l, APP, AAA, CVAP, ADl, GSN, FGA,

1YZ, TIR,

PALB); Cirrose (KRT18, KRT8, CIRH1A, NAIC,

TEX292, KIAA1988); Fibrose cistica

CF, MRP7); Doencas de armazenamento de

glicogénio (SLC2A2, GLUT2, GG6PC,

G6PT,

GAA, LAMP2, LAMPB, AGL, GDE, GBEl, GYS

PFKM); Adenoma hepatico, 142330
MODY3), Insuficiéncia hepatica,

e disturbio neurolégico (SCOD1,

(TCF1,

(CFTR, ABCC7,

G6PT1,
2, PYGL,

HNF1A,

comego prematuro

SCO1)

Deficiéncia da lipase hepatica (LIPC),

Hepatoblastoma, cancro e carcinomas

(CTNNB1,

PDGFRL, PDGRL, PRLTS, AXINl, AXIN, CTINNB1l, TP53,

P53, LFS1l, IGF2R, MPRI, MET, CASPS,
renal cistica medular (UMOD, HNFJ,

ADMCKD2); Fenilcetonuria (PAH, PKU1,

MCH5; Doencga
FJHN, MCKD2,

ODPR, DHPR,

PTS); Doencga renal e hepatica policistica (FCYT,

PKHD 1, ARPKD, PKD 1, PKD2, PKD4,

G19P1, PCLD, SECG63).

PKDTS, PRKCSH,

Doencas e
disturbios
musculares/do

esqueleto

Distrofia muscular de Becker (DMD, BMD, MYFG6),

Distrofia Muscular de Duchenne (DMD,

Distrofia muscular de Emery-Dreifuss (

ILMN1, EMD2, FPLD, CMD1A, HGPS, LGMD1B,

BMD) ;

LMNA,

LMNA,

LMN1, EMD2, FPLD, CMDlA); Distrofia muscular

facioescapuloumeral (FSHMD1lA, FSHD1A);

muscular (FKRP, MDC1lC, LGMD2I, LAMAZ,

Distrofia

LAMM,

LARGE, KIAA(0609, MDCID, FCMD, TTID, MYOT, CAPN3,

CANP3, DYSF, LGMD2B, SGCG, LGMD2C, DMDAl, SCG3,

SGCA, ADL, DAG2, LGMD2D, DMDAZ,

SGCD, SGD, LGMD2F, CMD1L, TCAP,

TRIM32, HT2A, LGMD2H, FKRP, MDCI1C,

CMD1lG, TMD, LGMD2J, POMT1l, CAV3,

SELN,

SGCB,

LGMD2E,

LGMD2G, CMDIN,

LGMD1

LGMD2I, TTN,

C, SEPNI,

RSMD1, PLED1l, PLTN, EBS1l); Osteopetrose (LRPS5,
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BMND1, LRP7, LR3, OPPG, VBCH2, CLCN7, CLC7,
opTA2, 0OSTMl, GL, TCIRG1l, TIRC7, 0OClle, OPTRBR1);
Atrofia muscular (VAPB, VAPC, ELA8, SMN1l, SMAl,
SMA2, SMA3, SMA4, BSCL2, SPGl7, GARS, SMADL,

CMT2D, HEXB, IGHMBP2, SMUBP2, CATFl, SHARD1).

Doencgas e
disturbios
neurolégicos e

neuronais

ELA (SODl1, ELA2, STEX, FUS, TARDBP, VEGF (VEGF-
a, VEGF-b, VEGF-c); Doencga de Alzheimer (APP,
AAA, CVAP, ADl, APOE, AD2, PSEN2, AD4, STM2,
APBB2, FE65L1, NOS3, PILAU, URK, ACE, DCP1,
ACEl, MPO, PACIPl, PAXIP1lL, PTIP, A2M, BLMH,
BMH, PSENl, AD3); Autismo (Mecp2, BZRAP1, MDGA2,
SemabA, Neurexina 1, GLOl, MECP2, RTT, PPMX,
MRX16, MRX79, NLGN3, NLGN4, KIAAl1260, AUTSX2);
Sindrome do X Fragil (FMR2, FXR1l, FXR2, mGLURDS);
Doencga de Huntington e disturbios tipo doenga
(HD, IT15, PRNP, PRIP, JPH3, JP3, HDL2, TBP,
SCAl17); Doenca de Parkinson (NR4A2, NURR1l, NOT,
TINUR, SNCAIP, TBP, SCAl7, SNCA, NACP, PARKI1,
PARK4, DJ1l, PARK7, LRRK2, PARKS8, PINKl, PARKG6,
UCHL1, PARK5, SNCA, NACP, PARK1l, PARK4, PRKN,
PARK2, PDJ, DBH, NDUFV2); Sindrome de Rett
(MECP2, RTT, PPMX, MRX16, MRX79, CDKL5, STK9,
MECP2, RTT, PPMX, MRX16, MRX79, x-Sinucleina,
DJ-1); Esquizofrenia (Neuregulinal (Nrgl), Erb4
(recetor para Neuregulina), Complexinal (Cplxl),
Triptofano Hidroxilase Tphl, Tph2, Triptofano
hidroxilase 2, Neurexina 1, GSK3, GSK3a, GSK3b,
5-HTT (Slc6ad4), COMT, DRD (Drdla), SLC6A3, DAOA,
DTNBP1, Dao (Daol)); Disturbios Relacionados com
Secretase (APH-1 (alfa e beta), Presenilina

(Psenl), nicastrina, (Nc¢stn), PEN-2, Nosl,
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Parpl, Natl, Nat2); Disturbios de Repeticgdo de
Trinucledétidos (HTT (Diagndéstico de Huntington),
SBMA/SMAX1/AR (Diagnéstico de Kennedy), FXN/X25
(Ataxia de Friedrich), ATX3 (Diagndstico de
Machado—-Joseph), ATXN1l e ATXN2 (ataxias
espinocerebelares), DMPK (distrofia miotdnica),
Atrofina-1 e Atnl (DRPLA Dx), CBP (Creb-BP -
instabilidade global), VLDLR (Alzheimer), Atxn7,

Atxnl0) .

Doengas e

disturbios oculares

Degenerag¢do macular relacionada com a idade
(Abcr, Ccl2, Cc2, cp (ceruloplasmina), Timp3,
catepsinaD, Vldlr, Ccr2); Catarata (CRYAA,
CRYAl, CRYBB2, CRYB2, PITX3, BFSP2, CP49, CP47,
CRYAA, CRYAl, PAX6, AN2, MGDA, CRYBAl, CRYRI1,
CRYGC, CRYG3, CCL, LIM2, MP1l9, CRYGD, CRYG4,
BFSP2, CP49, CP47, HSF4, CTM, HSF4, CTM, MIP,
AQP0O, CRYAB, CRYA2, CTPP2, CRYBB1l, CRYGD, CRYG4,
CRYBRB2, CRYB2, CRYGC, CRYG3, CCL, CRYAA, CRYAL,
GJA8, CX50, CAEl, GJA3, CX46, CzP3, CAE3, CCMl,
CAM, KRIT1l); Distrofia e opacidade da cérnea
(APOAl, TGFBI, CSD2, CDGGl, CSD, BIG3, CDG2,
TACSTD2, TROP2, M1S1, VSX1l, RINX, PPCD, PPD,
KTCN, COL8A2, FECD, PPCD2, PIP5K3, CFD); Cdérnea
plana congénita (KERA, CNA2); Glaucoma (MYOC,
TIGR, GLCla, JOAG, GPOA, OPTN, GLClE, FIP2,
HYPL, NRP, CYP1Bl, GLC3A, OPAl,

NTG, NPG, CYP1Bl, GLC3A); Amaurose congénita de
Leber (CRB1, RP12, CRX, CORD2, CRD, RPGRIPI,
LCA6, CORD9Y9, RPE65, RP20, AIPL1, LCA4, GUCY2D,

GuC2D, LCAl, CORD6, RDH 12, LCA3); Distrofia
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Macular (ELOVL4, ADMD, STGD2, STGD3, RDS, RP7,

PRPH2, PRPH, AVMD, AQOFMD, VMD2).

Tabela C
FUNCAO CELULAR GENES
Sinalizac¢do de PIK/AKT PRKCE; ITGAM; ITGA5; IRAKLl; PRKAA2;
EIF2AK2;

PTEN; EIF4E; PRKCZ; GRK6; MAPKI;

TSCl; PLKI1;

AKT2; IKBKB; PIK3CA; CDKS8; CDKN1B;

NFKB2; BCL2;

PIK3CB; PPP2R1A; MAPKS; BCL2L1;

MAPK3; TSC2;

ITGAl; KRAS; EIF4EBP1l; RELA; PRKCD;

NOS3;

PRKAAl; MAPK9; CDK2; PPP2CA; PIMI;

ITGB7;

YWHAZ; ILK; TP53; RAF1l; IKBKG; RELB;

DYRK1A;

CDKN1A; .1TGB1l; MAP2K2; JAKl; AKT1;

JAK2; PIK3R1;

CHUK; PDPK1l; PPP2R5C; CTNNBl; MAP2K1

NFKB1;

7

PAK3; ITGB3; CCND1l; GSK3A; FRAPI;

SFN; ITGAZ2;

TTK; CSNK1Al; BRAF; GSK3B; AKTI3;

FOX01l; SGK;
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HSP90AALl; RPS6KBL

Sinalizac¢do de ERK/MAPK

PRKCE; ITGAM; ITGA5; IRAK1; PRKAA2;

EIF2AK2;

EIF2AK2; RAC1; RAP1A; TLN1; EIF4E;

ELK1l; GRKG6;

MAPK1; RAC2; PLKl; AKT2; PIK3CA;

CDK8; CREBIL;

PRKCI; PTK2; FOS; RPS6KA4; PIK3CB;

PPP2R1A;

PIK3C3; MAPKS8; MAPK3; ITGAl; ETS1;

KRAS; MYCN;

EIFAEBP1; PPARG; PRKCD; PRKAAIL;

MAPK9; SRC;

CDK2; PPP2CA; POMl1; PIK3C2A; ITGB7;

YWHAZ;

PPF1CC; KSR1; PXN; RAF1l; FYN; DYRKLA;

ITGB1;

MAP2K2; PAK4; PIK3R1l; STAT3; PPP2R5LC;

MAP2K1;

PAK3; ITGB3; ESR1; ITGA2; MYC; TTK;

CSNK1AL;

CRKL; BRAF; ATF4; PRKCA; SRF; STATI1;

SGK

Sinalizagdo de Recetores

RACLl; TAF4B; EP300; SMAD2; TRAF6;

PCAF; ELK1;

de Glucocorticoides

MAPK1; SMAD3; AKT2; IKBKB; NCOR2;

UBE2I;

PIK3CA; CREB1; FOS; HSPA5; NFKB2;

BCL2;

MAP3K14; STAT5B; PIK3CB; PIK3C3;

MAPK8; BCL2L1;

MAPK3; TSC22D3; MAPK10; NRIP1l; KRAS;

MAPK13;
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RELA; STATS5A; MAPK9; NOS2A; PBX1;
NR3C1;
PIK3C2A; CDKN1C; TRAF2; SERPINEL;
NCOA3;
[MAPK14; TNF; RAF1l; IKBKG; MAP3K7;
CREBBP;
CDKN1A; MAP2K2; JAKLl; IL8; NCOA2;
AKT1; JAK2;
PIK3R1l; CHUK; STAT3; MAP2K1l; NFKBI;
TGFBR1;
ESR1; SMAD4; CEBPB; JUN; AR; AKT3;
CCL2; MMP1;
STAT1; IL6; HSP90AAL

Sinalizacdo de Orientacgdao Axonal |PRKCE; ITGAM; ROCK1l; ITGA5; CXCR4;
ADAM12;
IGF1l; RAC1l; RAPlA; EIF4E; PRKCZ;
NRP1; NTRK2;
ARHGEF7; SMO; ROCK2; MAPKl; PGF;
RAC2;
PTPN11l; GNAS; AKT2; PIK3CA; ERBB2;
PRKCI; PTK2;
CFL1l; GNAQ; PIK3CB; CXCL12; PIK3C3;
WNT11;
PRKD1; GNB2L1; ABLl; MAPK3; ITGAl;
KRAS; RHOA;
PRKCD; PIK3C2A; ITGB7; GLI2; PXN;
VASP; RAF1;
FYN; ITGBl; MAP2K2; PAK4; ADAM17;
AKT1; PIK3R1;
GLI1l; WNT5A; ADAM10; MAP2K1l; PAK3;
ITGB3;
CDC42; VEGFA; ITGA2; EPHAS8; CRKL;
RND1; GSK3B;
AKT3; PRKCA

80




EP2771468B1

Sinalizagdo de Recetores de

Efrina

PRKCE; ITGAM; ROCK1; ITGA5; CXCR4;

IRAK];

PRKAA2; EIF2AK2; RACl; RAP1A; GRKG6;

ROCK2 ;

MAPK1; PGF; RAC2; PTPN1l; GNAS; PLK1

AKT2;

7

DOK1l; GDK8; CREB1l; PTK2; CFL1l; GNAQ;

MAP3K14;

CXCL12; MAPKS8; GNB2L1l; ABLl; MAPK3;

ITGAL;

KRAS; RHOA; PRKCD; PRKAAl; MAPKY9;

SRC; CDK2;

PIM1; ITGB7; PXN; RAFl; FYN; DYRKIA;

ITGB1;

MAP2K2; PAK4; AKT1l; JAK2; STAT3;

ADAM10;

MAP2K1; PAK3; ITGB3; CDC42; VEGFA;

ITGAZ2;

EPHA8; TTK; CSNK1Al; CRKL; BRAF;

PTPN13; ATF4;

AKT3; SGK

Sinalizacgao de

ACTN4; PRKCE; ITGAM; ROCK1l; ITGAS5;

IRAK];

Citosqueleto de Actina

PRKAAZ; EIF2AK2; RACl; INS; ARHGEF7;

GRK6;

ROCK2; MAPK1l; RAC2; PLKl; AKT2;

PIK3CA; CDS8;

PTK2; CFL1; PIK3CB; MYH9; DIAPHI;

PIK3C3; MAPKS;

F2R; MAPK3; SLCY9Al; ITGAl; KRAS;

RHOA; PRKCD;

PRKAAl; MAPK9; CDK2; PIMl; PIK3C2A;

ITGB7;
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PPP1CC;

ITGB1;

PXN; VIL2; RAFl; GSN; DYRKLA;

MAP2K2;

MAP2K1;

PAK4; PIP5K1A; PIK3R1;

PAK3;

ITGB3;

CDC42; APC; ITGA2; TTK;

CSNK1Al; CRKL;

BRAF; VAV3; SGK

Sinalizacgao de PRKCE; IGFl; EP300; RCOR1l; PRKCZ;
HDAC4; TGM2;
Doencga de Huntington (MAPK1; CAPNS1l; AKT2; EGFR; NCOR2;

SP1l; CAPN2;

PIK3CA;

REST;

HDACDS; CREBLl; PRKCI; HSPA5;

GNAQ; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS; JGF1R;

PRKD1;

GNB2L1; BCL2L1l; CAPN1l; MAPK3; CASPS;
HDAC2;

HDAC7A; PRKCD; HDACll; MAPKY9; HDACY;
PIK3C2A;

HDAC3; TP53; CASP9; CREBBP; AKTIl;
PIK3R1;

PDPK1; CASPl; APAF1l; FRAP1; CASP2;
JUN; BAX;

ATF4; AKT3; PRKCA; CLTC; SGK; HDACG;

CASP3

Sinalizagdo de Apoptose

PRKCE;

ROCK1l; BID; IRAK1l; PRKAAZ2;

EIF2AK2; BAKL;

BIRC4;

GRK6; MAPK1; CAPONS1l; PLKL;

AKT2; IKBKB;

CAPN2;

CDK8; FAS; NFKB2; BCL2;

MAP3K14; MAPKS;

BCL2L1;

RELA;

CAPN1; MAPK3; CLASP8; KRAS;
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PRKCD; PRKAAl; MAPK9; CDK2; PIMI1;

TP53; TNF;

RAF1; IKBKG; RELB; CASP9; DYRKILA;

MAP2K2;

CHUK; APAFl; MAP2K1l; NFKB1l; PAK3;

LMNA; CASP2;

BIRC2; TTK; CSNK1Al; BRAF; BAX;

PRKCA; SGK;

CASP3; BIRC3; PARP1

Sinalizagdo de Recetores de

Células B

RAC1l; PTEN; LYN; ELKl; MAPK1l; RAC2;

PTPN11;

AKT2; IKBKB; PIK3CA; CREBl; SYK;

NFKB2; CAMK2A;

MAP3K14; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS;

BCL2L1; ABLI;

MAPK3; ETS1; KRAS; MAPK13; RELA;

PTPN6; MAPK9;

EGR1; PIK3C2A; BTK; MAPKl4; RAF1;

IKBKG; RELB;

MAP3K7; MAP2K2; AKT1; PIK3R1; CHUK;

MAP2K1;

NFKB1l; CDC42; GSK3A; FRAPLl; BCL6;

BCL10; JUN;

GSK3B; ATF4; AKT3; VAV3; RPS6KB1

Sinalizagao de

ACTN4; CD44; PRKCE; ITGAM; ROCKI1;

CXCR4; CYBA;

Extravasamento de Leucédcitos

RACLl; RAP1A; PRKCZ; ROCK2; RAC2;

PTPN11;

MMP14; PIK3CA; PRKCI; PTK2; PIK3CB;

CXCL12;

PIK3C3; MAPKS8; PRKD1l; ABLl; MAPKI1O0;

CYBB;

MAPK13; RHOA; PRKCD; MAPKY9; SRC;

PIK3C2A; BTK;
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MAPK4; NOX1l; PXN; VIL2; VASP;

MAP2K2;

ITGB1;

CTNND1; PIK3R1l; CTNNBl; CLDN1l; CDC42;

F11R; ITK;

CRKL; VAV3; CTTN; PRKCA; MMPl; MMPY

Sinalizagdo de Integrinas

ACTN4; ITGAM; ROCKL;

PTEN; RAP1A;

ITGAL; RACL;

TLN1; ARHGEF7; MAPK1l; RAC2; CAPNSI1;

AKT2;

CAPN2; PIK3CA; PTK2;

MAPKS;

PIK3CB; PIK3C3;

CAV1; CAPN1l; ABLl; MAPK3;

KRAS; RHOA;

ITGAL;

SRC; PIK3C2A; ITGBR7;

PXN; VASP;

PPP1CC; ILK;

RAF1l; FYN;

PIK3R1;

ITGBl; MAP2K2; PAK4; AKTI1;

TNK2; MAP2K1l; PAK3;

RND3; ITGAZ;

ITGR3; CDC42;

CRKL; BRAF; GSK3B; AKT3

Sinalizacgdo de

IRAK1; SOD2; MYD88;

MAPK1; PTPN11;

TRAF6; ELK1;

Respostas de Fase Aguda

AKT2; IKBKB; PIK3CA;

MAP3K14;

FOS; NFKB2;

PIK3CB; MAPKS8; RIPK1l; MAPK3;

KRAS;

IL6ST;

MAPK13; IL6R; RELA;

FTL; NR3C1;

SOCS1; MAPK9;

TRAF2;

PDKI1;

SERPINEl; MAPK14; TNF; RAF1;

IKBKG; RELB; MAP3K7;

JAK2; PIK3R1;

MAP2K2; AKTI;

CHUK; STAT3; MAP2K1;

CEBPB; JUN;

NFKB1l; FRAP1;
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AKT3; IL1R1l; IL6

Sinalizagdo de PTEN ITGAM; ITGAS5; RAC1l; PATEN; PRKCZ;

BCL2L11;

MAPK1l; RAC2; AKT2; EGFR; IKBKB; CBL;

PIK3CA;

CDKN1B; PTK2; NFKB2; BCL2; PIK3CB;

BCL2L1;

MAPK3; ITGAl; KRAS; ITGB7; ILK;

PDGFRB; INSR;

RAF1l; IKBKG; CASP9; CDKN1A; TIGBI1;

MAP2K2;

AKT1; PIK3R1l; CHUK; PDGFRA; PDPKI;

MAP2K1;

NFKBl; ITGB3; CDC42; CCNDl; GSK3A;

ITGAZ2;

GSK3B; AKT3; FOX0l; CASP3; RPS6KBL

Sinalizacgdo de p53 PTEN; EP300; BBC3; PCAF; FASN; BRCAl;

GADD45A;

BIRC5; AKT2; PIK3CA; CHEK1l; TP53INP1;

BCL2;

PIK3CB; PIK3C3; MAPKS8; THBS1; ATR;

BCL2L1l; E2F1;

FMAIP1; CHEK2; TNFRSF10B; TP73; RBI1;

HDACO9;

CDK2; PIK3C2A; MAPK14; TP53; LRDD;

CDKN1A;

HIPK2; AKTl; PIK3Rl; RRM2B; APAF1l;

CTNNB1;

SIRT1; CCND1; PRKDC; ATM; SFEN;

CDKN2A; JUN;

SNAI2; GSK3B; BAX; AKT3

Sinalizacgdo de HSPB1l; EP300; FASN; TGM2; RXRA;

MAPK1; NQO1;
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Recetores de Hidrocarboneto NCOR2; SP1l; ARNT; CDKN1B; FO0S; CHEKL;

de Arilo
SMARCA4; NFKB2; MAPKS8; ALDH1Al; ATR;
E2F1;
MAPK3; NRIP1l; CHEK2; RELA; TP73;
GSTP1l; RBI1;
SRC; CDK2; AHR; NFE2L2; NCOA3; TP53;
TNF;
CDKN1A; NCOAZ2; APAFl; NFKB1l; CCND1;
ATM; ESRI1;
CDKN2A; MYC; JUN; ESR2; BAX; IL6;
CYP1R1;
HSP90AAL

Sinalizagdo de PRKCE; EP300; PRKCZ; RXRA; MAPK];
NQO1;

Metabolismo Xenobidtico NCOR2; PIK3CA; ARNT; PRKCI; NFKRB2;
CAMK2A;
PIK3CRB; PPP2R1A; PIK3C3; MAPKS;
PRKD1;
ALDH1Al; MAPK3; NRTP1l; KRAS; MAPK13;
PRKCD;
GSTP1l; MAPKY9; NOS2A; ABCBl; AHR;
PPP2CA; FTL;
NFE2L2; PIK3C2A; PPARGC1lA; MAPK14;
TNF; RAF1;
CREBBP; MAP2K2; PIK3R1l; PPP2R5C;
MAP2K1;
NFKB1; KEAP1l; PRKCA; EIF2AK3; IL6;
CYP1R1;
HSPY90AAL

Sinalizagdo de SAPK/JNK PRKCE; IRAK1l; PRKAA2; EIF2AK2; RAC1;
ELK1;
GRK6; MAPK1l; GADD45A; RAC2; PLK1l;
AKT2; PIK3CA;
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FADD; CDK8; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS;

RIPK1;

GNB2L1; IRS1; MAPK3; MAPK10; DAXX;

KRAS;

PRKCD; PRKAAl; MAPK9; CDK2; PIM1;

PIK3C2A;

TRAF2; TP53; LCK; MAP3K7; DYRKILA;

MAP2K2;

PIK3R1; MAP2K1l; PAK3; CDC42; JUN;

TTK; CSNK1AL;

CRKL; BRAF; SGK

Sinalizacdo de PPAr/RXR

PRKAA2; EP300; INS; SMAD2; TRAF6;

PPARA; FASN;

RXRA; MAPKl; SMAD3; GNAS; IKBKB;

NCOR2 ;

ABCl; GNAQ; NFKB2; MAP3K14; STAT5B;

MAPKS;

IRS1; MAPK3; KRAS; RELA; PRKAAL;

PPARGC1A;

NCOA3; MAPK14; INSR; RAFl; IKBKG;

RELB; MAP3K7;

CREBBP; MAP2K2; JAK2; CHUK; MAP2KI1;

NFKB1;

SMAD4; JUN; IL1R1; PRKCA; IL6;

HSP90AAL;

AD1POQ

Sinalizagcao de NF-KB

IRAKLl; EIF2AK2; EP300; INS; MYD88;

PRKCZ; TRAFG6;

TBK1; AKT2; EGFR; IKBKB; PIK3CA;

BTRC; NFKB2;

MAP3K14; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS;

RIPK1; HDAC2;

KRAS; RELA; PIK3C2A; TRAF2; TLR4;

PDGFRB; TNF;
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INSR; LCK; IKBKG; RELB; MAP3K7;

CREBBP; AKT 1;

PIK3R1; CHUK; PDGFRA; NFKBl; TLR2;

BCL10;

GSK3B; AKT3; TNFAIP3; IL1R1

Sinalizagdo de Neuregulina

ERBB4; PRKCE; ITGAM; ITGA5; PTEN;

PRKCZ; ELKL;

MAPK1; PTPN1l; AKT2; EGFR; ERBB2;

PRKCI;

CDKN1B; STAT5B; PRKD1l; MAPK3; ITGAL;

KRAS;

PRKCD; STATS5A; SRC; ITGB7; RAF1;

ITGBl; MAP2K2;

ADAM17; AKT1; PIK3Rl; PDPKl; MAP2KI;

ITGB3;

EREG; FRAP1l; PSEN1l; ITGA2; MYC; NRG1l

CRKL;

7

AKT3; PRKCA; HSP90AAl; RPS6KB1

Sinalizacao de

CD44; EP300; LRP6; DVL3; CSNKI1E;

GJAl; SMO;

Wnt e Beta catenina

AKT2; PIN1; CDH1; BTRC; GNAQ; MARK2;

PPP2R1A;

WNT11l; SRC; DKK1l; PPP2CA; SOX6;

SFRP2; ILK;

LEF1l; SOX9; TP53; MAP3K7; CREBBP;

TCF7L2; AKT1;

PPP2R5C; WNT5A; LRP5; CTNNBl; TGFBRL

CCND1;

’

GSK3A; DVL1l; APC; CDKN2A; MYC;

CSNK1Al; GSK3B;

AKT3; SOX2

Sinalizagdo de Recetores de

Insulina

PTEN; INS; EIF4E; PTPN1; PRKCZ;

MAPK1; TSC1;
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PTPN11; AKT2; CBL; PIK3CA; PRKCI;

PIK3CB; PIK3C3;

MAPKS8; IRS1l; MAPK3; TSC2; KRAS;

EIF4EBP1;

SLC2A4; PIK3C2A; PPP1CC; INSR; RAF1;

FYN;

MAP2K2; JAKl; AKT1l; JAK2; PIK3R1;

PDPK1; MAP2K1;

GSK3A; FRAP1l; CRKL; GSK3B; AKT3;

FOX01l; SGK;

RPS6KB1

Sinalizagdo de IL-6

HSPB1l; TRAF6; MAPKAPK2; ELKl; MAPKI;

PTPN11;

IKBKB; FOS; NFKB2; MAP3Kl4; MAPKS;

MAPK3;

MAPK10; IL6ST; KRAS; MAPK13; ILG6R;

RELA; SOCS1;

MAPK9; ABCBl; TRAF2; MAPK14; TNF;

RAF1l; IKBKG;

RELB; MAP3K7; MAP2K2; IL8; JAK2;

CHUK; STAT3;

MAP2K1; NFKBl; CEBPB; JUN; IL1R1;

SRF; IL6

Colestase Hepatica

PRKCE; IRAK1; INS; MYD88; PRKCZ;

TRAF6; PPARA;

RXRA; IKBKB; PRKCI; NFKB2; MAP3K14;

MAPKS;

PRKD1; MAPK10; RELA; PRKCD; MAPKY9;

ABCB1;

TRAF2; TLR4; TNF; INSR; IKBKG; RELB;

MAP3K7; ILS8;

CHUK; NR1H2; TJP2; NFKB1l; ESRI1;

SREBF1; FGFR4;

JUN; IL1R1; PRKCA; IL6
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Sinalizacgdo de IGF-1 IGFl; PRKCZ; ELK1l; MAPK1l; PTPN1l1l;
NEDD4; AKT2;
PIK3CA; PRKCI; PTK2; FOS; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS;
IGFBP7; KRAS; PIK3C2A;
YWHAZ; PXN; RAF1l; CASP9; MAP2K2;
AKT1; PIK3R1;
PDPK1; MAP2K1l; IGFBP2; SFN; JUN;
CYR61l; AKT3;
FOX0l; SRF; GTGF; RPS6KB1
Resposta ao Stress PRKCE; EP300; SOD2; PRKCZ; MAPK];
SQSTML;
Oxidativo mediado por NRF2 NQOl; PIK3CA; PRKCI; FO0S; PIK3CB;
PIK3C3; MAPKS;
PRKD1; MAPK3; KRAS; PRKCD; GSTP1;
MAPK9; FTL;
NFE2L2; PIK3C2A; MAPK14; RAF1;
MAP3K7; CREBBP;
MAP2K2; AKT1l; PIK3R1l; MAP2Kl; PPIB;

JUN; KEAPI1;

GSK3B; ATF4; PRKCA; EIF2AK3; HSPY90AAL
Fibrose Hepatica/Ativacdo das EDN1; IGFl; KDR; FLTl; SMAD2; FGFRI1;
MET; PGF;
Células Estreladas Hepaticas SMAD3; EGFR; FAS; CSFl; NFKB2; BCL2;
MYHO;
IGF1R; IL6R; RELA; TLR4; PDGFRB; TNF;
RELB; ILS;
PDGFRA; NFKB1l; TGFBR1; SMAD4; VEGFA;
BAX;
IL1R1; CCL2; HGF; MMPl; STAT1l; IL6;
CTGF; MMP9
Sinalizacgdo de PPAR EP300; INS; TRAF6; PPARA; RXRA;
MAPK1; IKBKB;
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NCOR2; FOS; NFKB2; MAP3Kl14; STATSB;
MAPK3;

NRIP1; KRAS; PPARG; RELA; STATSA;
TRAF2;

PPARGC1A; PDGFRB; TNF; INSR; RAF1;

IKBKG;

RELB; MAP3K7; CREBBP; MAP2K2; CHUK;

PDGFRA;

MAP2K1; NFKBl; JUN; IL1R1; HSP90AAl

Sinalizacdo de Fc Epsilon RI

PRKCE; RAC1l; PRKCZ; LYN; MAPKI;

FTPN11;

RAC2;

AKT2; PIK3CA; SYK; PRKCI; PIK3CB;

PIK3C3; MAPKS;

PRKD1; MAPK3; MAPK10; KRAS; MAPK13;

PRKCD;

MAPK9; PIK3C2A; BTK; MAPK14; TNF;

RAF1l; FYN;

MAP2K2; AKTl; PIK3R1l; PDPKl; MAP2KI;

AKT3;

VAV3; PRKCA

Sinalizagdo de Recetores

PRKCE; RAPlA; RGS16; MAPKl; GNAS;

AKT2; IKBKB;

Acoplados a Proteina G

PIK3CA; CREB1; GNAQ; NFKB2; CAMK2A;

PIK3CB;

PIK3C3; MAPK3; KRAS; RELA; SRC;

PIK3C2A; RAF1;

IKBKG; RELB; FYN; MAP2K2; AKTl;

PIK3R1l; CHUK;

PDPK1l; STAT3; MAP2K1; NFKBl; BRAF;

ATF4; AKT3;

PRKCA

Metabolismo de

PRKCE; IRAK1; PRKAA2; EIF2AK2; PTEN;

GRK6;
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Fosfato de Inositol

MAPK1l; PLKl; AKT2; PIK3CA; CDKS§;

PIK3CB; PIK3C3;

MAPK8; MAPK3; PRKCD; PRKAAl; MAPKY9;

CDK2;

PIM1; PIK3C2A; DYRKLA; MAP2K2;

PIP5K1A; PIK3Rl;

MAP2K1; PAK3; ATM; TTK; CSNK1AL;

BRAF; SGK

Sinalizacgdo de PDGF

EIF2AK2; ELK1; ABL2; MAPK1; PIK3CA;

FOS; PIK3CB;

PIK3C3; MAPKS8; CAV1l; ABLl; MAPK3;

KRAS; SRC;

PIK3C2A; PDGFRB; RAFl; MAP2K2; JAKIL;

JAK2;

PIK3R1; PDGFRA; STAT3; SPHKl; MAP2K1

MYC;

14

JUN; CRKL; PRKCA; SRF; STAT1l; SPHK2

Sinalizacgdo de VEGF

ACTN4; ROCK1l; KDR; FLT1l; ROCK2;

MAPK1l; PGF;

AKT2; PIK3CA; ARNT; PTK2; BCL2;

PIK3CB; PIK3C3;

BCL2L1; MAPK3; KRAS; HIF1lA; NOS3;

PIK3C2A; PXN;

RAF1l; MAP2K2; ELAVL1; AKT1; PIK3Rl;

MAP2K1; SFN;

VEGFA; AKT3; FOXOl; PRKCA

Sinalizacao de Células

Assassinas Naturais

PRKCE; RACl; PRKCZ; MAPKl; RAC2;

PTPN11;

KIR2DL3; AKT2; PIK3CA; SYK; PRKCI;

PIK3CB;

PIK3C3; PRKD1; MAPK3; KRAS; PRKCD;

PTPNG;

PIK3C2A; LCK; RAF1l; FYN; MAP2K2;

PAK4; AKTI;
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PIK3R1l; MAP2K1l; PAK3; AKT3; VAV3;

PRKCA

Ciclo Celular: Regulagédo do

HDAC4; SMAD3; SUV39H1; HDAC5; CDKN1B

BTRC;

14

Ponto de Verificacdo G1/S

ATR; ABL1l; E2F1; HDAC2; HDAC7A; RBI1;

HDAC11;

HDACY9; CDK2; E2F2; HDAC3; TP53;

CDKN1A; CCNDI1;

E2F4; ATM; RBL2; SMAD4; CDKN2A; MYC;

NRG1;

GSK3B; RBL1; HDAC6

Sinalizagdo de Recetores de

Células

RAC1l; ELKl; MAPK1; IKBKB; CBL;

PIK3CA; FOS;

NFKB2; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS8; MAPK3;

KRAS;

RELA; PIK3C2A; BTK; LCK; RAFl; IKBKG

RELB; FYN;

7

MAP2K2; PIK3R1; CHUK; MAP2K1l; NFKBI;

ITK; BCL10;

JUN; VAV3

Sinalizagdo de Recetores de

Morte

CRADD; HSPB1l; BID; BIRC4; TBKI1;

IKBKB; FADD;

FAS; NFKB2; BCL2; MAP3Kl4; MAPKS;

RIPK1l; CASPS;

DAXX; TNFRSF10B; RELA; TRAF2; TNF;

IKBKG; RELB;

CASP9; CHUK; APAFl; NFKB1l; CASP2;

BIRC2; CASP3;

BIRC3

Sinalizacgcao de FGF

RAC1l; FGFR1; MET; MAPKAPK2; MAPKI;

PTPN11;

AKT2; PIK3CA; CREBl; PIK3CB; PIK3C3;

MAPKS;
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MAPK3; MAPK13; PTPN6; PIK3C2A;

MAPK14; RAF1;

AKT1; PIK3R1; STAT3; MAP2Kl; FGFR4;

CRKL; ATF4;

AKT3; PRKCA; HGF

Sinalizagdo de GM-CSF

LYN; ELKl; MAPKl; PTPN11l; AKT2;

PIK3CA; CAMK2A;

STAT5B; PIK3CB; PIK3C3; GNB2L1;

BCL2L1; MAPK3;

ETS1; KRAS; RUNX1; PIMl; PIK3C2A;

RAF1; MAP2K2;

AKT1; JAK2; PIK3Rl; STAT3; MAP2KI1;

CCND1l; AKT3;

STATI1

Sinalizagdo de Esclerose

BID; IGF1l; RACl; BIRC4; PGF; CAPNS1;

CAPN2;

Lateral Amiotrdéfica

PIK3CA; BCL2; PIK3CB; PIK3C3; BCL2L1;

CAPN1;

PIK3C2A; TP53; CASP9; PIK3Rl; RABSA;

CASP1;

APAFl; VEGFA; BIRC2; BAX; AKT3;

CASP3; BIRC3

Sinalizagdo de JAK/Stat

PTPN1; MAPK1; PTPN11l; AKT2; PIK3CA;

STATS5B;

PIK3CB; PIK3C3; MAPK3; KRAS; SOCS1;

STATS5A;

PTPN6; PIK3C2A; RAF1l; CDKN1A; MAP2K2;

JAKIL;

AKT1; JAK2; PIK3Rl; STAT3; MAP2KI1;

FRAP1; AKT3;

STAT1

Metabolismo de

PRKCE; IRAKl; PRKAA2; EIF2AK2; GRKG6;

MAPK1;

Nicotinato e
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Nicotinamida PLK1l; AKT2; CDK8; MAPKS8; MAPK3;
PRKCD; PRKAAIL;
PBEF1l; MAPK9; CDK2; PIMl; DYRKIA;
MAP2K2;
MAP2K1; PAK3; NT5E; TTK; CSNK1Al;
BRAF; SGK

Sinalizacgdo de Quimiocinas CXCR4; ROCK2; MAPKl; PTK2; FOS; CFL1;
GNAQ;
CAMK2A; CXCL12; MAPKS8; MAPK3; KRAS;
MAPK13;

RHOA; CCR3; SRC; PPP1CC; MAPK14;

NOX1l; RAF1;

MAP2K2;

MAP2K1; JUN; CCL2; PRKCA

Sinalizagcdo de IL-2

ELK1l; MAPKl; PTPN1l; AKT2; PIK3CA;

SYK; FOS;

STAT5B; PIK3CB; PIK3C3; MAPKS8; MAPK3;
KRAS;

SOCS1; STATS5A; PIK3C2A; LCK; RAF1;
MAP2K2;

JAK1l; AKT1l; PIK3R1l; MAP2K1l; JUN; AKT3

Depressdo PRKCE; IGFl; PRKCZ; PRDX6; LYN;
MAPK1; GNAS;

Sindptica de Longa Duragdo PRKCI; GNAQ; PPP2R1A; IGF1R; PRKDI1;
MAPK3;

KRAS; GRN; PRKCD; NOS3; NOS2A;

PPP2CA;
YWHAZ; RAF1l; MAP2K2; PPP2R5C; MAP2K]1;
PRKCA

Sinalizagdo de TAF4B; EP300; CARMl; PCAF; MAPKI1;
NCOR2;

Recetores de Estrogénio

SMARCA4; MAPK3; NRIP1l; KRAS; SRC;

NR3C1;

HDAC3;

CREBBP;

PPARGC1A; RBM9; NCOA3; RAF1;
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MAP2K2; NCOA2; MAP2K1; PRKDC; ESRI;
ESR2
Via de TRAF6; SMURF1l; BIRC4; BRCAl; UCHLI;
NEDD4;
Ubiquitinagdo de Proteinas CBL; UBE2I; BTRC; HSPAbL; USP7; USPL1O0;
FBXW7;
USP9X; STUBL; USP22; B2M; BIRC2;
PARK2; USPS§;
USP1l; VHL; HSP90AAl; BIRC3
Sinalizacao de IL-10 TRAF6; CCR1l; ELKl; IKBKB; SPl; FOS;
NFKB2;
MAP3K14; MAPKS8; MAPK13; RELA; MAPK14;
TNE';
IKBKG; RELB; MAP3K7; JAKl; CHUK;
STAT3; NFKBRI1;
JUN; IL1R1; ILG6
Ativagdo de VDR/RXR PRKCE; EP300; PRKCZ; RXRA; GADD45A;
HES1;
NCOR2; SP1l; PRKCI; CDKN1B; PRKDL;
PRKCD;
RUNX2; KLF4; YY1l; NCOA3; CDKN1A;
NCOAZ2; SPP1;
LRP5; CEBPB; FO0OX0l; PRKCA
Sinalizagdo de TGF-beta EP300; SMAD2; SMURF1l; MAPK1l; SMAD3;
SMAD1;
FOS; MAPKS8; MAPK3; KRAS; MAPKO;
RUNX2;
SERPINE1l; RAF1l; MAP3K7; CREBBP;
MAP2K2;
MAP2K1; TGFBR1l; SMAD4; JUN; SMAD5
Sinalizacgdo de Recetores do tipo |[IRAK1l; EIF2AK2; MYD88; TRAF6; PPARA;
Toll ELK1;
IKBKB; FOS; NFKB2; MAP3Kl14; MAPKS;

MAPK13;
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RELA; TLR4; MAPK14; IKBKG; RELB;
MAP3K7; CHUK;
NFKB1; TLR2; JUN

Sinalizagdo de MAPK p38 HSPB1l; IRAKl; TRAF6; MAPKAPKZ2; ELK1;
FADD; FAS;
CREB1; DDIT3; RPS6KA4; DAXX; MAPK13;
TRAF2;
MAPK14; TNF; MAP3K7; TGFBR1l; MYC;
ATF4; IL1R1;
SRF; STATL

Sinalizacdo de Neurotrofina/TRK [NTRK2; MAPK1; PTPN11l; PIK3CA; CREBI1;
FOS;
PIK3CRB; PIK3C3; MAPKS8; MAPK3; KRAS;
PIK3C2A;
RAF1; MAP2K2; AKTl; PIK3Rl; PDPKI;
MAP2KL1;
CDC42; JUN; ATF4

Ativacgdo de FXR/RXR INS; PPARA; FASN; RXRA; AKT2; SDCI1;
MAPKS;
APOB; MAPK10; PPARG; MTTP; MAPK9;
PPARGC1A;
TNF; CREBBP; AKT1l; SREBF1l; FGFR4;
AKT3; FOXO01

Potenciacéo PRKCE; RAP1lA; EP300; PRKCz; MAPKL;
CREB1;

Sindptica de Longa Duragao PRKCI; GNAQ; CAMK2A; PRKD1l; MAPK3;
KRAS;
PRKCD; PPP1CC; RAFl; CREBBP; MAP2K2;
MAP2K1 ;
ATF4; PRKCA

Sinalizacdo de Calcio RAP1A; EP300; HDAC4; MAPK1l; HDACS5;
CREBL;
CAMK2A; MYH9; MAPK3; HDAC2; HDACTA;

HDAC11;
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HDACY9; HDAC3; CREBBP; CALR; CAMKKZ2;
ATF4;
HDACG6
Sinalizacdo de EGF ELKl; MAPKl; EGFR; PIK3CA; FOS;
PIK3CB; PIK3C3;
MAPKS8; MAPK3; PIK3C2A; RAF1l; JAK1;
PIK3R1;
STAT3; MAP2K1l; JUN; PRKCA; SRF; STATI1
Sinalizagdo de Hipoxia no EDN1; PTEN; EP300; NQOl; UBE2I;
CREB1; ARNT;
Sistema Cardiovascular HIF1A; SLC2A4; NOS3; TP53; LDHA;
AKT1; ATM;
VEGFA; JUN; ATF4; VHL; HSP90AAl
Inibigdo Mediada por LPS/IL-1 IRAK1; MYD88; TRAF6; PPARA; RXRA;
ABC1;
da Funcao RXR MAPK8; ALDH1Al; GSTPl; MAPKY9; ABCBIL;
TRAF2;
TLR4; TNF; MAP3K7; NR1H2; SREBF1;
JUN; IL1R1
Ativagdo de LXR/RXR FASN; RXRA; NCOR2; ABCAl; NFKR2;
IRF3; RELA;
NOS2A; TLR4; TNF; RELB; LDLR; NR1H2;
NFKB1;
SREBF1l; IL1R1l; CCL2; IL6; MMPY
Processamento Amiloide PRKCE; CSNKlE; MAPK1l; CAPNS1l; AKT2;
CAPN2;
CAPN1; MAPK3; MAPK13; MAPT; MAPKl4;
AKT1;
PSEN1; CSNK1Al; GSK3B; AKT3; APP
Sinalizacdo de IL-4 AKT2; PIK3CA; PIK3CB; PIK3C3; IRS1;
KRAS; SOCS1;
PTPNG6; NR3Cl; PIK3C2A; JAKLl; AKTI1;
JAK2; PIK3R1;
FRAP1; AKT3; RPS6KBL
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Ciclo Celular: Regulagédo do EP300; PCAF; BRCAl; GADD45A; PLK1l;
BTRC;

Ponto de Verificacgdo G2/M CHEK1; ATR; CHEK2; YWHAZ; TP53;
CDKN1A;

de Danos no ADN PRKDC; ATM; SFN; CDKN2A

Sinalizacdo de Oxido de Azoto no |KDR; FLT1l; PGF; AKT2; P1K3CA; PIK3CB;
PIK3C3;

Sistema Cardiovascular CAV1; PRKCD; NOS3; PIK3C2A; AKT1;
PIK3R1;
VEGFA; AKT3; HSP90AAl

Metabolismo de Purinas NME2; SMARCA4; MYH9; RRM2; ADAR;
EIF2AK4;
PKM2; ENTPD1; RAD51; RRM2B; TJP2;
RAD51C;
NT5E; POLD1l; NMEL

Sinalizagdo mediada por cAMP RAP1A; MAPK1l; GNAS; CREBl; GAMK2A;
MAPK3;
SRC; RAF1l; MAP2K2; STAT3; MAP2KI1;
BRAF; ATF4

Disfuncdo Mitocondrial SOD2; MAPK8; CASP8; MAPK10; MAPK9;
CASPY;
PARK7; PSEN1l; PARK2; APP; CASP3

Sinalizacgdo de Notch HES1; JAGLl; NUMB; NOTCH4; ADAM17;
NOTCHZ2;
PSEN1l; NOTCH3; NOTCH1l; DLL4

Via do Stress de HSPAS5; MAPKS8; XBPl; TRAF2; ATFG6;
CASP9; ATF4;

Reticulo Endoplasméatico EIF2AK3; CASP3

Metabolismo de Pirimidinas NMEZ2; AICDA; RRM2; EIF2AK4; ENTPDI;
RRM2B;
NT5E; POLD1l; NME1

Sinalizacgdo de Parkinson UCHL1l; MAPKS8; MAPK13; MAPK1l4; CASPY;
PARK7;
PARK2; CASP3
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Sinalizacgdo de GNAS; GNAQ; PPP2R1A; GNB2L1; PPP2CA;
PPP1CC;

Beta Adrenérgica e Cardiaca PPP2R5C

Glicdlise/Gliconeogénese HK2; GCK; GPI; ALDH1Al; PKM2; LDHA;
HK1

Sinalizacgdo de Interferdes IRF1l; SOCS1l; JAKl; JAK2; IFITML;
STAT1; IFIT3

Sinalizag¢do de Sonic Hedgehog ARRB2; SMO; GLI2; DYRK1A; GLI1;
GSK3B; DYRKILB

Metabolismo de PLD1l; GRN; GPAM; YWHAZ; SPHKLl; SPHK2

Glicerofosfolipido

Degradag¢do de Fosfolipidos PRDX6; PLD1l; GRN; YWHAZ; SPHK1l; SPHK2

Metabolismo de Triptofano SIAH2; PRMT5; NEDD4; ALDH1Al; CYP1R1;
SIAHL

Degradagdo de Lisinas SUV39H1; EHMT2; NSD1l; SETD7; PPP2R5C

Via de Reparagado de ERCC5; ERCC4; XPA; XPC; ERCCL

Excisdo de Nucledtidos

Metabolismo de UCHL1; HK2; GCK; GPI; HKI1

Amido e Sacarose

Metabolismo de aminoacgucares NQO1l; HK2; GCK; HKI1

Metabolismo de PRDX6; GRN; YWHAZ; CYP1B1

Acido Araquidénico

Sinalizagdo de Ritmo Circadiano |CSNK1lE; CREBLl; ATF4; NR1D1

Sistema de Coagulagéo BDKRB1; F2R; SERPINEl; F3

Sinalizacgdo de PPP2R1A; PPP2CA; PPPLCC; PPP2R5C

Recetores de Dopamina

Metabolismo de Glutationa IDH2; GSTPl; ANPEP; IDHI1

Metabolismo de Glicerolipido ALDH1Al; GPAM; SPHK1l; SPHK2

Metabolismo de Acido Linoleico PRDX6; GRN; YWHAZ; CYP1B1

Metabolismo de Metionina DNMT1; DNMT3B; AHCY; DNMT3A

Metabolismo de Piruvato GLOl; ALDH1Al; PKM2; LDHA

Metabolismo de ALDH1Al; :NOS3; NOS2A

Arginina e Prolina

Sinalizacgcdo de Eicosanoides PRDX6; GRN; YWHAZ
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Metabolismo de

HK2; GCK; HK1

Frutose e Manose

Metabolismo de Galactose

HK2; GCK; HK1

Biossintese de Estilbeno,

PRDX6; PRDX1; TYR

Cumarina e Lignina

Via de

CALR; B2M

Apresentagdo de Antigénios

Biossintese de Esteroides

NQO1l; DHCR7

Metabolismo do Butanoato

ALDH1Al; NLGN1

Ciclo de Citrato

IDH2; IDH1

Metabolismo de Acidos Gordos

ALDH1Al; CYP1BI1

Metabolismo de

PRDX6; CHKA

Glicerofosfolipido

Metabolismo da Histidina

PRMT5; ALDHIAL

Metabolismo do Inositol

ERO1L; APEX1

Metabolismo dos Xenobidticos

GSTP1; CYP1BI1

por Citocromo p450

Metabolismo do Metano

PRDX6; PRDX1

Metabolismo da Fenilalanina

PRDX6; PRDX1

Metabolismo do Propanoato

ALDH1Al; LDHA

Metabolismo dos

PRMT5; AHCY

Selenocaminodcidos

Metabolismo de Esfingolipidos

SPHK1; SPHK2

Metabolismo de PRMT5
Aminofosfonato

Metabolismo de PRMT5
Androgénio e Estrogénio

Metabolismo de ALDH1AL
Ascorbato e Aldarato

Biossintese de Acido Biliar ALDHIAL
Metabolismo da Cisteina LDHA
Biossintese de Acidos Gordos FASN
Sinalizagadao de GNB2L1
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Recetores de Glutamato

Resposta ao Stress PRDX1
Oxidativo mediado por NRF2

Via da GPI
Pentose Fosfato

Interconversdes de UCHL1
Pentose e Glicuronato

Metabolismo do Retinol ALDH1Al
Metabolismo da Riboflavina TYR

Metabolismo da Tirosina

PRMT5, TYR

Biossintese de Ubiquinona PRMT5
Degradacgdo da Valina, ALDHI1Al
Leucina e Isoleucina

Metabolismo da Glicina, CHKA
Serina e Treonina

Degradag¢do de Lisinas ALDH1Al

Dor/Paladar

TRPM5; TRPAl

Dor

TRPM7; TRPC5; TRPC6; TRPCLl; Cnrl;

cnr2; Grk2;

Trpal; Pomc; Cgrp; Crf; Pka; Era;

Nr2b; TRPM5; Prkaca;

Prkacb; Prkarla; Prkar2a

Funcado Mitocondrial

AIF; CytC; SMAC (Diablo); Aifm-1;

Aifm-2

Neurologia do Desenvolvimento

BMP-4; Chordin (Chrd); Noggin (Nog);

WNT (Wnt2;

Wnt2b; Wnt3a; Wnt4; Wntba; Wnto6;

Wnt7b; Wnt8b;

Wnt9a; Wnt9b; Wntlla; WntlOb; Wntl6);

beta-catenina;

Dkk-1; Proteinas relacionadas com

Frizzled; Otx-2; Gbx2; FGF-8;

Reelin; Dabl; unc-86 (Poud4fl ou

Brn3a); Numb; Rein
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As formas de realizacdo referem-se igualmente a
métodos e composigdes relacionados com a inativacéo
(knocking out) de genes, a amplificacdo de genes e a
reparacdo de determinadas mutacgdes associadas a disturbios
neuroldgicos e instabilidade de repeticdo de ADN (Robert D.
Wells, Tetsuo Ashizawa, “Genetic Instabilities and
Neurological Diseases”, Segunda Edicdo, Academic Press, 13
de outubro de 2011 - Medical). Aspetos especificos de
sequéncias de repeticdo em tandem foram considerados
responsaveis por mais de vinte doencas humanas (“New
insights into repeat instability: role of RNA.DNA hybrids.”
McIvor EI, Polak U, Napierala M. RNA Biol. setembro e
outubro de 2010;7(5):551 a 8). O sistema CRISPR-Cas pode
ser aproveitado para corrigir estes defeitos de
instabilidade gendémica.

Um outro aspeto da divulgacdo refere-se a utilizacéao
do sistema CRISPR-Cas para corrigir defeitos nos genes
EMP2A e EMP2B que foram identificados como estando
associados a doenca de Lafora. A doenca de Lafora ¢é uma
condicdo autossdmica recessiva que € caracterizada pela
epilepsia miocldénica progressiva que pode comegcar como
ataques epiléticos na adolescéncia. Alguns casos da doencga
podem ser causados por mutacdes nos genes ainda por
identificar. A doenca causa ataques, espasmos musculares,
dificuldade em andar, deméncia e, eventualmente, morte.
Atualmente, nao existe nenhuma terapia que tenha provado
ser eficaz contra a Progressao da doenca. Outras
anormalidades genéticas associadas a epilepsia também podem
ser escolhidas como alvo pelo sistema CRISPR-Cas e a
genética subjacente ¢é ainda descrita em “Genetics of
Epilepsy and Genetic Epilepsies”, editado por Giuliano
Avanzini, Jeffrey L. Noebels, Mariani Foundation Paediatric
Neurology:20; 2009).

Noutro aspeto ainda, o sistema CRISPR-Cas pode ser

utilizado para corrigir defeitos oculares que surgem de
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diversas mutacdes genéticas mais descritas em “Genetic
Diseases of the Eye”, Segunda Edicdo, editado por Elias 1I.
Traboulsi, Oxford University Press, 2012.

Diversos outros aspetos referem—-se a correcdo de
defeitos associados a uma vasta gama de doencas genéticas
que sdo mais descritas no site da Internet dos National
Institutes of Health na subseccdo de tépico “Genetic
Disorders” (Disturbios Genéticos). As doencas do cérebro
genéticas podem incluir, mas nao se limitam a,
Adrenoleucodistrofia, Agenesia do Corpo Caloso, Sindrome de
Aicardi, Doenca de Alpers, Doenca de Alzheimer, Sindrome de
Barth, Doenca de Batten, CADASIL, Degeneracao Cerebelar,
Doenca de Fabry, Doenca de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
Doenca de Huntington e outros DistuUrbios de Repeticédo de
Tripletos, Doencga de Leigh, Sindrome de Lesch-Nyhan, Doenga
de Menkes, Miopatias Mitocondriais e colpocefalia NINDS.
Estas doencgas s&o ainda descritas no site da Internet dos
National Institutes of Health na subseccdo “Genetic Brain
Disorders” (Disturbios Genéticos do Cérebro).

Em algumas formas de realizagcdo, a condicdo pode ser
neoplasia. Em algumas formas de realizacdo, em que a
condicéo é neoplasia, 0s genes a serem escolhidos como alvo
sdo quaisquer uns dos indicados na Tabela A (neste caso,
PTEN e assim por diante). Em algumas formas de realizacédo,
a condicdo pode ser Degeneracdo Macular relacionada com a
Idade. Em algumas formas de realizacao, a condicd@o pode ser
um Disturbio Esquizofrénico. Em algumas formas de
realizacdo, a condicdo pode ser um Disturbio de Repeticéo
de Trinucledétidos. Em algumas formas de realizacgdo, a
condicéo pode ser Sindrome do X Fragil. Em algumas formas
de realizacdo, a condicdo pode ser um Disturbio Relacionado
com Secretase. Em algumas formas de realizacdo, a condicéo
pode ser um Disturbio relacionado com pri&o. Em algumas
formas de realizacdo, a condicdo pode ser ELA. Em algumas

formas de realizacao, a condicéao pode ser uma
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toxicodependéncia. Em algumas formas de realizacgdo, a
condigcdo pode ser Autismo. Em algumas formas de realizacgéao,
a condicado pode ser Doenca de Alzheimer. Em algumas formas
de realizacado, a condigdo pode ser inflamacdo. Em algumas
formas de realizacdo, a condicdao pode ser Doenca de
Parkinson.

Os exemplos de proteinas associados a doenca de
Parkinson incluem, mas nado se limitam a, o-sinucleina, DJ-
1, LRRKZ2, PINK1l, Parkina, UCHL1l, Sinfilina-1 e NURRI1.

Os exemplos de proteinas relacionadas com dependéncia
podem incluir ABAT por exemplo.

Os exemplos de proteinas relacionadas com inflamacéo
podem incluir a proteina gquimiotdtica de mondcitos-1 (MCP1)
codificada pelo gene Ccr2, o tipo de recetor de guimiocinas
C-C 5 (CCR5) codificado pelo gene Ccrb5, o recetor de IgG
IIB (FCGR2b, igualmente designado por CD32) codificado pelo
gene Fcgr2b, ou a proteina Fc épsilon Rlg (FCER1lg)
codificada pelo gene Fcerlg, por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a doencas
cardiovasculares podem incluir ILIB (interleucina 1, beta),
XDH (xantina desidrogenase), TP53 (proteina de tumor pb53),
PTGIS (prostaglandina IZ2 (prostaciclina) sintase), MB
(mioglobina), IL4 (interleucina 4), ANGPT1 (angiopoietina
1), ABCG8 (cassete de ligacdo a ATP, subfamilia G (WHITE),
membro 8), ou CTSK (catepsina K), por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a doencga de
Alzheimer podem incluir a proteina de recetor de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLR) codificada
pelo gene VLDLR, a enzima de ativacdo de modificador tipo
ubiquitina 1 (UBAl) <codificada pelo gene UBAl, ou a
proteina de subunidade catalitica E1 de enzima de ativacéo
de NEDD8 (UBE1C) codificada pelo gene UBA3, por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas ao Disturbio do
Espetro do Autismo podem incluir a proteina 1 associada ao

recetor de benzodiazepinas (periférico) (BZRAP1l) codificada
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pelo gene BZRAPl, a proteina de membro 2 de familia
AF4/FMR2 (AFF2) codificada pelo gene AFF2 (igualmente
designada por MFR2), a proteina de homélogo 2 autossdmico
de retardacdo mental do X fragil (FXR1l) codificada pelo
gene FXR1l, ou a proteina de homdélogo 2 autossdmico de
retardagdo mental do X fragil (FXR2) codificada pelo gene
FXR2, por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a Degeneracdo
Macular podem incluir a cassete de 1ligagcao a ATP, a
proteina de membro 4 (ABCA4) da subfamilia A (ABC1)
codificada pelo gene ABCR, a proteina apolipoproteina E
(APOE) codificada pelo gene APOE, ou a proteina de Ligando
2 (CCL2) de guimiocina (motivo C-C) codificada pelo gene
CCL2, por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a Esquizofrenia
podem incluir NRG1, ErbB4, CPLX1, TPH1, TPH2, NRXN1, GSK3A,
BDNF, DISC1l, GSK3B e combinacbes dos mesmos.

Os exemplos de proteinas envolvidas na supressédo
tumoral podem incluir ATM (ataxia-telangiectasia mutante),
ATR (ataxia-telangiectasia e relacionada com Rad3), EGFR
(recetor de fator de crescimento epidérmico), ERBB2
(homdélogo 2 do oncogene viral de leucemia eritrobldstica v-
erb-b2), ERBB3 (homdélogo 3 do oncogene viral de leucemia
eritroblédstica v-erb-b2), ERBB4 (homélogo 4 do oncogene
viral de leucemia eritrobléstica v—-erb-b2), Notch 1,
Notch2, Notch 3 ou Notch 4, por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a um disturbio de

secretase podem incluir PSENEN (homélogo 2 de
intensificador de presenilina (C. elegans)), CTSB
(catepsina B), PSEN1 (presenilina 1), APP (proteina

precursora amiloide beta (A4)), APHIB (homdélogo B 1 de
faringe anterior defeituosa (C. elegans)), PSEN2
(presenilina 2 (Doenga de Alzheimer 4)), ou BACEl (enzima 1
de clivagem APP de beta-local), por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a Esclerose
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Lateral Amiotrdfica podem incluir SOD1 (superdxido
dismutase 1), ELA2 (esclerose lateral amiotrdéfica 2), FUS
(fundido no sarcoma), TARDBP (proteina de ligagdo ao ADN
TAR), VAGFA (fator de crescimento endotelial wvascular A4),
VAGFB (fator de crescimento endotelial vascular B) e VAGFEC
(fator de crescimento endotelial wvascular C), e qgualquer
combinagcdo dos mesmos.

Os exemplos de proteinas associadas a doencas
relacionadas com prido podem incluir SOD1 (superdxido
dismutase 1), ELA2 (esclerose lateral amiotrdéfica 2), FUS
(fundido no sarcoma), TARDBP (proteina de ligagdo ao ADN
TAR), VAGFA (fator de crescimento endotelial wvascular A),
VAGFB (fator de crescimento endotelial vascular B) e VAGFC
(fator de crescimento endotelial wvascular C), e qualquer
combinacdo dos mesmos.

Os exemplos de proteinas relacionadas com condicgdes
neurodegenerativas nos disturbios de prido podem incluir
A2M (Alfa-2-Macroglobulina), AATF (Fator de transcricgéo
antagonista de apoptose), ACPP (Préstata de fosfatase
adcida), ACTA2 (aorta do muasculo liso de actina alfa 2),
ADAM22 (dominio de metalopeptidase ADAM), ADORA3 (recetor
A3 de adenosinas), ou ADRAID (recetor adrenérgico Alfa-1D
para adrenorecetor Alfa-1D), por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a Imunodeficiéncia
podem incluir A2M [alfa-2-macroglobulinal; AANAT
[arilalquilamina N-acetiltransferase]; ABCAl [cassete de
ligagdo a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 1]; ABCA2
[cassete de ligacgdo a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 2];
ou ABCA3 [cassete de 1ligacdo ATP, subfamilia A (ABCl),
membro 3]; por exemplo.

Os exemplos de proteinas associadas a Disturbios de
Repetigdo de Trinucledtidos incluem AR (recetor de
androgénios), FMR1 (retardacdo mental 1 do X fragil), HTT
(huntingtina), ou DMPK (distrofia miotdénica-proteina

quinase), FXN (frataxina), ATXN2 (ataxina 2), por exemplo.
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Os exemplos de proteinas associadas a Disturbios de
Neurotransmissdao incluem SST (somatostatina), NOS1 (sintase
de 6xido de azoto 1 (neuronal)), ADRAZ2A (recetor
adrenérgico, alfa-2A), ADRA2C (recetor adrenérgico, alfa-
2C), TACR1l (recetor de taquicininas 1), ou HTR2c (recetor
2C de 5-hidroxitriptaminas (serotonina)), por exemplo.

Os exemplos de sequéncias associadas a
neurodesenvolvimento incluem A2BP1 [proteina 1 de ligacédo a
ataxina 2], AADAT [aminoadipato aminotransferase], AANAT
[arilalquilamina N-acetiltransferase], ABAT [4-
aminobutirato aminotransferase], ABCAl [cassete de ligacao
a ATP, subfamilia A (ABCl), membro 1], ou ABCAl3 [cassete
de ligacdo ATP, subfamilia A (ABCl), membro 13], por
exemplo.

Outros exemplos de condigdes preferidas que podem ser
tratadas com o presente sistema podem ser selecionados a
partir de: Sindrome de Aicardi-Goutieres; Doenga de
Alexander; Sindrome de Allan-Herndon-Dudley; Disturbios
Relacionados com POLG; Alfa-Manosidose (Tipo II e 1III);
Sindrome de Alstrdm; Sindrome de Angelman; Ataxia-—
Telangiectasia; Lipofuscinoses Ceroides Neuronais; Beta-
Talassemia; Atrofia Otica Bilateral e Atrofia Otica
(Infantil) Tipo 1; Retinoblastoma (bilateral); Doencga de
Canavan; Sindrome Cerebro-dculo-facio-esquelético 1
[COFS1l]; Xantomatose Cerebrotendinosa; Sindrome de Cornelia
de Lange; Disturbios Relacionados com MAPT; Doencas
Genéticas de Prido; Sindrome de Dravet; Doenca de Alzheimer
Familiar de 1Inicio Precoce; Ataxia de Friedreich [FRDA]J;
Sindrome de Fryns; Fucosidose; Distrofia Muscular Congénita
de Fukuyama; Galactosialidose; Doenca de Gaucher; Acidemias
Orgénicas; Linfohistiocitose Hemofagocitica; Sindrome de
Hutchinson-Gilford ou Progeria; Mucolipidose II; Doencga do
Armazenamento de Acido Siadlico Livre Infantil;
Neurodegeneracdo Associada a PLA2G6; Sindrome de Jervell e

Lange-Nielsen; Epidermdélise Bolhosa Juncional; Doenga de
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Huntington; Doenca de Krabbe (Infantil); Sindrome de Leigh
Associado a ADN Mitocondrial e NARP; Sindrome de Lesch-
Nyhan; Lisencefalia Associada a LIS1; Sindrome de Lowe;
Doenca da Urina em Xarope de Acer; Sindrome de Duplicacio
MECPZ2; Disturbios de Transporte de Cobre Relacionado com
ATPA; Distrofia Muscular Relacionada com LAMAZ;
Deficiéncia de Arilsulfatase A; Mucopolissacaridose Tipos
I, II ou III; Disturbios da Biogénese de Peroxissomas,
Espetro da Sindrome de Zellweger; Neurodegeneracdo com
Distuirbios da Acumulacdo de Ferro no Cérebro; Deficiéncia
de Esfingomielinase Acida; Doenca de Niemann-Pick Tipo C;
Encefalopatia por Glicina; Disturbios Relacionados ARX;
Distuirbios do Ciclo de Ureia; Osteogénese Imperfeita
Relacionada com COL1A1/2; Sindromes de Delecdo de ADN
Mitocondrial; Disturbios Relacionados com PLP1l; Sindrome de
Perry; Sindrome de Phelan-McDermid; Doenca de Armazenamento
de Glicogénio Tipo II (Doenca de Pompe) (Infantil);
Disturbios Relacionados com MAPT; Disturbios Relacionados
com MECP2; Condrodisplasia Punctata Rizomélica Tipo 1;
Sindrome de Roberts; Doenca de Sandhoff; Doenca de
Schindler - Tipo 1; Deficiéncia de Adenosina Deaminase;
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz; Atrofia Muscular Espinal;
Ataxia Espinocerebelar de Inicio Infantil; Deficiéncia de
Hexosaminidase A; Displasia Tanatoférica Tipo 1; Disturbios
Relacionados com Colagénio Tipo VI; Sindrome de Usher Tipo
1; Distrofia Muscular Congénita; Sindrome de Wolf-
Hirschhorn; Deficiéncia de Lipase Acida Lisossomal; e
Xeroderma Pigmentoso.

A administracdo crdénica de terapéutica de proteinas
pode desencadear respostas imunitdrias inaceitédveis a
proteina especifica. A imunogenicidade de farmacos de
proteina pode ser atribuida a alguns epitopos de linfdcitos
T auxiliares (HTL) imunodominantes. A reducdo da afinidade
de ligacdo a MHC destes epitopos HTL existentes nestas

proteinas pode gerar farmacos com uma imunogenicidade mais
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baixa (Tangri S, et al. (“Rationally engineered therapeutic
proteins with reduced immunogenicity” J. Immunol. 15 de
marcgo de 2005;174 (6) :3187 a 96.) Em particular, a
imunogenicidade da enzima CRISPR pode ser reduzida a seguir
a abordagem apresentada em primeiro lugar em Tangri et al.
relativamente a eritropoietina e subsequentemente
desenvolvida. Em conformidade, a evolugado direcionada ou a
concecgao racional podem ser utilizadas para reduzir a
imunogenicidade do sistema CRISPR (por exemplo, uma Cas?9)
na espécie hospedeira (espécie humana ou outra).

Nas plantas, o0s agentes patogénicos sdo muitas vezes
especificos do hospedeiro. Por exemplo, Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici causa o emurchecimento do tomate, mas
apenas ataca o tomate, e F. oxysporum f. dianthii Puccinia
graminis f. sp. tritici apenas ataca o trigo. As plantas
tém defesas existentes e induzidas para resistir a maioria
dos agentes patogénicos. As mutagcdes e o0s eventos de
recombinacao nas geracdes de plantas originam uma
variabilidade genética que provoca suscetibilidade,
especialmente porgque o0s agentes patogénicos se reproduzem
com mais frequéncia do que as plantas. Nas plantas, pode
existir uma resisténcia de nado-hospedeiro, p. ex., O
hospedeiro e o agente patogénico sdo incompativeis.
Igualmente, pode existir uma Resisténcia Horizontal, p.
ex., resisténcia parcial contra todos os géneros de agente
de patogénico, habitualmente controlada por muitos genes, e
Resisténcia Vertical, p. ex., resisténcia completa a alguns
géneros de um agente patogénico, mas ndo a outros géneros,
habitualmente controlada por alguns genes. Num nivel Gene-
para—-Gene, as plantas e o0s agentes patogénicos evoluem em
conjunto, e as alteragdes genéticas num equilibram as
alteracodes no outro. Em conformidade, utilizando a
Variabilidade Natural, os criadores combinam oS genes mais
Uteis para Quantidade Produzida, Qualidade, Uniformidade,

Vigor, Resisténcia. As origens de genes de resisténcia
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incluem Variedades nativas ou estranhas, Variedades
Heirloom, Familiares de Plantas Selvagens e Mutagdes
Induzidas, p. ex., através de tratamento do material de
plantas com agentes mutagénicos. Mediante a utilizacdo da
presente divulgacdo, ¢ fornecida aos criadores de plantas
uma nova ferramenta para induzir mutac¢des. Em conformidade,
um perito na técnica pode analisar o genoma de origens de
genes de resisténcia e, nas Variedades que tém as
caracteristicas ou particularidades desejadas, utilizar a
presente invencdo para induzir o aumento de genes de
resisténcia com mais precisdo dos gue os anteriores agentes
mutagénicos e, por 1isso, acelerar e melhorar o0s programas
de criacdo de plantas.

Tal como serd evidente, prevé-se que o presente
sistema ©possa ser utilizado para escolher como alvo
qualguer sequéncia de polinucledtidos de interesse. Alguns
exemplos de condigdes ou doencas que talvez sejam utilmente
tratadas utilizando o presente sistema sdo incluidos nas
Tabelas acima, e os exemplos de genes atualmente associados
a essas condigdes sdao igualmente agqui fornecidos. Contudo,
0s genes exemplificados ndo sao exaustivos.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sdo fornecidos para efeitos de
ilustracdo de véarias formas de realizacdo da invencdo e néo
pretendem limitar de modo algum a presente invencédo. Os
presentes exemplos, juntamente com 0s métodos aqui
descritos, sdo atualmente representativos de formas de
realizacdo preferidas, sé&o exemplares e nao se destinam a
ser limitag¢des no admbito da invencao.

Exemplo 1: Atividade do Complexo CRISPR no Ntucleo de uma
Célula Eucariodtica

Um sistema CRISPR de tipo II de exemplo corresponde ao
locus de CRISPR de tipo II de Streptococcus pyogenes SEF370,
que contém um agrupamento (cluster) de quatro genes Cas9,

Casl, Cas2 e Csnl, bem como dois elementos de ARN de ndo-

111



EP2771468B1

codificagdo, ARNtracr e uma disposicdo caracteristica de
sequéncias repetitivas (repeticdes diretas) espacgadas por
alongamentos pequenos de sequéncias nao repetitivas
(separadores, cerca de 30 pb cada). Neste sistema, a quebra
de filamento duplo (DSB) de ADN escolhido como alvo é
gerada em quatro etapas subsequentes (Figura 2A). Em
primeiro lugar, dois ARNs de nado-codificacdo, a disposicéo
de pré-ARNcr e ARNtracr sdo transcritos a partir do locus
de CRISPR. Em segundo lugar, o ARNtracr € hibridizado para
as repeticdes diretas de pré-ARNcr, que é depois processado
em ARNscr maduros gue contém sequéncias individuais de
separador. Em terceiro lugar, o complexo ARNcr:ARNtracr
maduro direciona Cas9 para o alvo de ADN que consiste no
protospacer e PAM correspondente através de formagdo
heterodupla entre a regido de separador do ARNcr e o ADN de
protospacer. Finalmente, Cas9 medeia a clivagem de ADN-alvo
a montante de PAM para criar uma DSB no protospacer (Figura
27A) . Este exemplo descreve um processo de exemplo para
adaptar este sistema de nuclease de ARN programdvel para
direcionar a atividade do complexo CRISPR nos nucleos de
células eucaridticas.

Para melhorar a expressao de componentes de CRISPR nas
células de mamiferos, foram otimizados os coddes de dois
genes do locus 1 SF370 de Streptococcus pyogenes (S.
pyogenes), Cas9 (SpCas9) e RNase III (SpRNase III). Para
facilitar a localizagdo nuclear, foi incluido um sinal de
localizagdao nuclear (NLS) nos terminais amino (N) ou
carboxilo (C) de ambas as SpCas9 e SpRNase III (Figura 2B).
Para facilitar a visualizacdo da expressdo de proteinas, um
marcador de proteina fluorescente também foi incluido nos
terminais N ou C de ambas as proteinas (Figura 2B).
Igualmente, foi gerada uma versao de SpCas9 com um NLS
ligado a ambos os terminais N e C (2xNLS-SpCas9). As
construgdes que contém SpRNase III e SpCas9 fundidas em NLS

foram transfetadas em células de rim embriondrio humano
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(HEK) 293FT, e verificou-se qgque o posicionamento relativo
da NLS para SpCas9 e SpRNase III afeta a respetiva
eficiéncia de localizacdo nuclear. Ao passo gque a NLS de C-
terminal foi suficiente para escolher a SpRNase III como
alvo para o nucleo, a ligacdo de uma Unica codépia desta NLS
especifica ao N-terminal ou C-terminal de SpCas9 nao
conseguiu alcangar a 1localizagdo nuclear adequada neste
sistema. Neste exemplo, a NLS de C-terminal correspondia a
da nucleoplasmina (KRPAATKKAGQAKKKK), e a NLS de C-terminal
correspondia a NLS do T-antigénio grande SV40 (PKKKRKV) .
Das versdes de SpCas9 testadas, apenas 2xNLS-SpCas9
apresentou localizacdo nuclear (Figura 2B).

O ARNtracr do Iocus de CRISPR de S. pyogenes SF370
tinha dois locais de inicio de transcrigdo, originando duas
transcrigcdes de 89 nucledédétidos (nt) e 171 nt que séo
subsequentemente processadas nos ARNstracr maduros de 75 nt
idénticos. O ARNtracr de 89 nt mais pequeno foi selecionado
para a expressdo nas células de mamifero (construgdes de
expressao 1lustradas na Figura 6, com funcionalidade
conforme determinado pelos resultados do ensaio Surveyor
ilustrados na Figura 6B). Os locais de inicio de
transcricdo estdo marcados como +1, e o terminador de
transcricdo e a sequéncia examinada por Northern Blot sao
igualmente indicados. A expressadao de ARNtrac processado
também foi confirmada por Northern Blot. A Figura 7C
ilustra resultados de uma andlise por Northern Blot de ARN
total extraido de células 293FT transfetadas com
construgdes de expressado U6 que transportam ARNtracr longo
ou pequeno, bem como SpCas9 e DR-EMX1(1l)-DR. Os painéis
esquerdo e direito correspondem as células 293FT
transfetadas sem ou com SpRNase III, respetivamente. Ub
indica um controlo de carregamento transferido
eletroforeticamente (blotted) com uma sonda gque escolhe
como alvo ARNpn U6 humano. A transfecdo da construcao de

expressdo de ARNtracr pequeno originou niveis abundantes da
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forma processada de ARNtracr (~75 pb). Quantidades muito
pequenas de ARNtracr longo sdo detetadas na andlise por
Northern blot.

Para provocar uma 1niciacdo de transcricdo precisa,
foi selecionado o promotor U6 baseado em ARN polimerase III
para ativar a expressdo de ARNtracr (Figura 2C). De forma
semelhante, uma construgcdao baseada no promotor U6 foi
desenvolvida para expressar uma disposicdo de pré-ARNcr que
consiste num Unico separador flanqueado por duas repeticdes
diretas (DRs, igualmente abrangidas pelo termo “sequéncias
tracr-mate”; Figura 2C). O separador inicial foi concebido
para escolher como alvo um local-alvo de 33 pares de bases
(pb) (uma sequéncia de protospacer de 30 pb mais um motivo
CRISPR de 3 pb (PAM) que cumpre o motivo de reconhecimento
NGG de Cas9) no locus de EMX1 humano (Figura 2C), um gene
essencial no desenvolvimento no cértex cerebral.

Para testar se a expressao heterdéloga do sistema
CRISPR (SpCas9, SpRNase 1III, ARNtracr e pré-ARNcr) nas
células de mamifero pode alcancar a clivagem escolhida como
alvo de cromossomas de mamifero, as células HEK 293FT foram
transfetadas com combinacdes de componentes de CRISPR. Uma
vez que as DSBs nos nucleos de mamiferos sdo parcialmente
reparadas pela via de juncdo terminal ndo homdloga (NHEJ),
que origina a formagdo de indels (insercdes/delecgdes), o
ensaio Surveyor foi utilizado para detetar a potencial
atividade de clivagem no locus de EMXI-alvo (consulte, p.
ex. Guschin et al., 2010, Methods Mol Biol 649: 247). A
cotransfecdo de todos os quatro componentes de CRISPR foi
capaz de induzir até 5,0% de <clivagem no protospacer
(consulte a Figura 2D). A cotransfecao de todos o0s
componentes de CRISPR menos SpRNase III induziu igualmente
até 4,7% de 1indel no protospacer, sugerindo gque podem
existir RNases enddgenas de mamifero que sdo capazes de
ajudar na maturacdo de ARNcr, tal como por exemplo as

enzimas Dicer e Drosha relacionadas. A remocdo de qualguer
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um dos restantes trés componentes anulou a atividade de
clivagem do genoma do sistema CRISPR (Figura 2D). A
sequenciacao de Sanger de amplicons com o locus—alvo
observou a atividade de clivagem: em 43 clones
sequenciados, e foram detetados 5 alelos mutantes (11,6%).
Experiéncias semelhantes utilizando uma variedade de
sequéncias—guia produziram percentagens de indel téo
elevadas como 29% (consulte as Figuras 4 a 8, 10 e 11).
Estes resultados definem um sistema de trés componentes
para uma modificacdo eficiente de genoma mediado por CRISPR
nas células de mamifero.

Para otimizar a eficiéncia de clivagem, os Requerentes
também testaram se diferentes isoformas de ARNtracr
afetaram a eficiéncia de clivagem e verificaram que, neste
sistema de exemplo, apenas a forma de transcricdo curta (89
pb) foi capaz de mediar a clivagem do locus gendmico de
EMX1 humano. A Figura 9 fornece uma andlise por Northern
blot adicional de processamento de ARNcr nas células de
mamifero. A Figura 92 ilustra um esquema gue ilustra o
vetor de expressdo para um unico separador flanqueado por
duas repeticgdes diretas (DR-EMX1(1)-DR). O separador de 30
pb que escolhe como alvo o protospacer 1 do locus de EMX1
humano e as sequéncias de repetigdes diretas sdo ilustrados
na sequéncia por Dbaixo da Figura 9A. A linha indica a
regido cuja sequéncia de complemento reverso foi utilizada
para gerar sondas de Northern blot para a detecdo de ARNcr
EMX1(1l). A Figura 9B ilustra uma andlise por Northern Blot
de ARN total extraido de células 293FT transfetadas com
construgdes de expressao U6 que transportam DR-EMXI1 (1)-DR.
Os painéis esquerdo e direito correspondem as células 293FT
transfetadas sem ou com SpRNase III, respetivamente. DR-
EMX1(1)-DR foi processado em ARNscr maduros apenas na
presenca de SpCas9 e ARNtracr pequeno, e nado se encontrava
dependente da presenca de SpRNase III. O ARNcr maduro
detetado a partir do ARN total 293FT transfetado tem ~33 pb
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e é mais pequeno do que o ARNcr maduro de 39 a 42 pb de S.
pyogenes. Estes resultados demonstram que um sistema CRISPR
pode ser transplantado nas células eucaridticas e
reprogramado para facilitar a clivagem de polinucledtidos-
alvo enddégenos de mamifero.

A Figura 2 ilustra o sistema CRISPR Dbacteriano
descrito neste exemplo. A Figura 2A ilustra um esquema que
ilustra o lIocus 1 de CRISPR de Streptococcus pyogenes SEF370
e um mecanismo de clivagem de ADN mediada por CRISPR
proposto por este sistema. O ARNcr maduro processado a
partir da disposicao de repeticgdes diretas-separadores
direciona Cas9 para alvos gendémicos qgue consistem em
protospacers complementares e num protospacer-motivo
adjacente (PAM). Nos pares de bases de separador-alvo, a
Cas9 medeia uma qgquebra de filamento duplo no ADN-alvo. A
Figura 2B ilustra a engenharia de Cas9 de S. pyogenes
(SpCas9) e RNase III (SpRNase III) com sinails de
localizacdo nuclear (NLSs) para permitir a importacgado para
0 nucleo mamifero. A Figura 2C ilustra a expressido de
mamifero de SpCas9 e SpRNase III ativada pelo promotor EFla
constitutivo e a disposicdo de ARNtracr e pré-ARNcr (DR-
Separador-DR) ativada pelo promotor U6 Pol3 de ARN para
provocar a iniciacdo e terminacao precisas da transcricgao.
Um protospacer do locus de EMX1 humano com uma sequéncia
PAM satisfatdéria é utilizado como o separador na disposicéo
de pré-ARNcr. A Figura 2D ilustra o ensaio de nuclease
Surveyor para 1insercdes e delecgdes menores mediadas por
SpCas9. A SpCas9 foili expressada com e sem SpRNase IIT,
ARNtracr e uma disposicdo de pré-ARNcr que transporta o
separador de EMX1-alvo. A Figura 2E ilustra uma
representacdo esquematica de pares de bases entre o locus—
alvo e ARNcr de EMXI-alvo, bem como um cromatograma de
exemplo que mostra uma microdelecdo adjacente ao local de
clivagem de SpCas9. A Figura 2F 1ilustra alelos mutantes

identificados a partir da andlise de sequenciacdo de 43
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amplicons clonais que mostram uma variedade de
microinsergdes e microdelegdes. Os tracos indicam bases
eliminadas, e as bases desalinhadas ou dissonantes indicam
inserg¢des ou mutacdes. Barra de escala = 10 um.

Para simplificar mais o sistema de trés componentes,
foi adaptada uma concegdo de hibrido ARNcr quimérico-
ARNtracr, em que um ARNcr maduro (compreendendo uma
sequéncia-guia) € fundido num ARNtracr parcial através de
uma estrutura em pedinculo para simular a dupla
ARNcr:ARNtracr natural (Figura 3A).

As sequéncias—-guia podem ser inseridas entre locais
BbsI utilizando oligonucledétidos temperados. Os
protospacers T1nos filamentos sense e anti-sense séo
indicados acima e abaixo das sequéncias de ADN,
respetivamente. Uma taxa de modificacdo de 6,3% e 0,75% foil
alcancada para os loci de PVALB humano e Th de ratinho
respetivamente, demonstrando a vasta aplicabilidade do
sistema CRISPR na modificacdo de diferentes lIoci em
maltiplos organismos. Embora a c¢livagem sé tenha sido
detetada com um de trés separadores para cada locus
utilizando as construgdes quiméricas, todas as sequéncias-
alvo foram clivadas com a eficiéncia de produgdo de indels
a atingir 27% ao wutilizar a disposicdo de pré-ARNcr
coexpressado (Figuras 4 e 5).

A Figura b5 fornece uma outra ilustracdo em que &
possivel reprogramar SpCas9 para escolher como alvo
maltiplos loci gendmicos nas células de mamifero. A Figura
5A fornece um esquema dos locis de EMXI1 humano que mostra a
localizacgao de cinco protospacers, indicados pelas
sequéncias sublinhadas. A Figura 5B fornece um esqgquema do
complexo pré-ARNcr/ARNtracr que mostra a hibridizagdo entre
a regido de repetigdes diretas do pré-ARNcr e ARNtracr
(parte superior), e um esquema de uma concecado de ARN
quimérico compreendendo uma sequéncia-guia de 20 pb, e

sequéncias tracr-mate e tracr gque consistem numa repeticgdo
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direta parcial e sequéncias de ARNtracr hibridizadas numa
estrutura em gancho (parte inferior). Os resultados de um
ensaio Surveyor gque comparam a eficdcia da clivagem mediada
por Cas9 em cinco protospacers no locus de EMXI humano sé&o
ilustrados na Figura 5C. Cada protospacer & escolhido como
alvo wutilizando o complexo pré-ARNcr/ARNtracr (ARNcr)
processado ou o ARN guimérico (ARNqui) .

Uma vez gque a estrutura secunddria de ARN pode ser
crucial para interacdes intermoleculares, foi utilizado um
algoritmo de previsdo de estrutura baseado no conjunto de
estrutura com peso de Boltzmann e energia livre minima para
comparar a estrutura secundadria putativa de todas as
sequéncias—guia utilizadas na experiéncia de escolha de
genomas—-alvo (Figura 3B) (consulte p. ex. Gruber et al.,
2008, Nucleic Acids Research, 36: W/0). A andlise revelou
que, na maioria dos casos, as sequéncias-guia eficazes no
contexto de ARNcr quimérico eram substancialmente livres de
motivos de estrutura secundéaria, ao passo que as
sequéncias—-guia 1ineficazes tinham mais probabilidade de
formar estruturas secunddrias internas que podem prevenir
pares de bases com o ADN de protospacer—-alvo. Deste modo, é
possivel que a variabilidade na estrutura secundaria de
separador afete a eficiéncia da interferéncia mediada por
CRISPR ao utilizar um ARNcr quimérico.

A Figura 3 ilustra vetores de expressdo de exemplo. A
Figura 3A fornece um esquema de um vetor bicistrdénico para
ativar a expressdo de uma quimera de ARNcr sintético-
ARNtracr (ARN gquimérico), bem como SpCas9. O ARN-guia
gquimérico contém uma sequéncia-guia de 20 pb correspondente
ao protospacer existente no local gendmico-alvo. A Figura
3B fornece um esquema gque mostra sequéncias-guia que
escolhem como alvo os loci de EMXI humano, PVALB e Th de
ratinho, bem as respetivas estruturas secundéarias
previstas. A eficiéncia de modificacé&o em cada local-alvo é

indicada por baixo da figura da estrutura secundédria de ARN
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(EMX1, n = 216 leituras de sequenciacdo de amplicons;
PYALB, n = 224 leituras; Th, n = 265 leituras). O algoritmo
de dobramento produziu um resultado com cada base colorida
de acordo com a respetiva probabilidade de assumir a
estrutura secunddria prevista, conforme indicado por uma
escala de arco-iris que ¢é reproduzida na Figura 3B na
escala de cinzentos. Outras concecgdes de vetor para SpCas9
sdo ilustradas na Figura 3A, incluindo vetores de expressao
Uinica que incorporam um promotor U6 ligado a um local de
insergcdo para um oligo-guia, e um promotor Cbh ligado a
sequéncia de codificacgdo de SpCas?9.

Para testar se o0s separadores gue contém estruturas
secundérias sao capazes de funcionar nas células
procaridticas onde as CRISPRs atuam naturalmente, a
interferéncia de transformacdo de plasmideos que suportam
protospacers foi testada numa estirpe FE. coli que expressa
de forma heterdéloga o locus 1 de CRISPR SF370 de S.
pyogenes (Figura 3C). O locus de CRISPR foi clonado para um
vetor de expressdo E. coli de poucas cdpias e a disposicgéo
de ARNcr foi substituida por um Unico separador flangueado
por um par de DRs (pCRISPR). As estirpes de E. coli dque
albergam diferentes plasmideos de PCRISPR foram
transformadas com plasmideos de estimulo que contém o
protospacer e as sequéncias PAM correspondentes (Figura
3C). No ensaio bacteriano, todos os separadores facilitaram
uma 1interferéncia de CRISPR eficaz (Figura 3C). Estes
resultados sugerem que podem existir fatores adicionais que
afetam a eficiéncia da atividade de CRISPR nas células de
mamifero.

Para investigar a especificidade da clivagem mediada
por CRISPR, o efeito de mutagdes de nucledtido unico na
sequéncia-guia na clivagem de protospacer no genoma de
mamifero foi analisado utilizando uma série de ARNscr
quiméricos de EMXI-alvo com mutacgcdes pontuais Unicas

(Figura 4A). A Figura 4B ilustra os resultados de um ensaio
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de nuclease Surveyor que comparam a eficiéncia de clivagem
de Cas9 quando emparelhada com diferentes ARNs quiméricos
mutantes. A dissonédncia de base uUnica até 5’ de 12 pb do
PAM revogou substancialmente a clivagem gendmica por
SpCas9, ao passo gque O0s separadores com mutag¢des em
posicdes a montante mais distantes mantiveram a atividade
contra o alvo de protospacer original (Figura 4B). Além do
PAM, a SpCas9 tem especificidade de base uUnica nos ultimos
12 pb do separador. Além disso, CRISPR é capaz de mediar a
clivagem gendémica t&do eficientemente como um par de
nucleases TALE (TALEN) gque escolhem como alvo O mesmo
protospacer de EMX1. A Figura 4C fornece um esquema dJue
mostra a concecdo de TALENs que escolhem EMXI1 como alvo, e
a Figura 4D ilustra um gel Surveyor gque compara a
eficiéncia de TALEN e Cas9 (n=3).

Apds o estabelecimento de um conjunto de componentes
para alcancar a edigcdo de genes mediada por CRISPR nas
células de mamifero através do mecanismo NHEJ sujeito a
erros, fol testada a capacidade de CRISPR para estimular a
recombina¢do homdéloga (HR), uma via de reparacdo de genes
de alta-fidelidade para efetuar edigdes precisas no genoma.
A SpCas9 de tipo selvagem pode mediar DSBs especificas do
local que podem ser reparadas através de NHEJ e HR. Além
disso, uma substituigcdo de aspartato por alanina (D10A) no
dominio catalitico RuvC I de SpCas9 foi produzida para
converter a nuclease numa nickase (SpCas9n; 1ilustrada na
Figura 5A) (consulte p. ex. Sapranausaks et al., 2011,
Cucleic Acis Research, 39: 9275; Gasiunas et al., 2012,
Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A., 109:E2579), de modo a que o
ADN gendémico entalhado seja submetido a reparacao
direcionada para homologia (HDR) de alta-fidelidade. O
ensaio Surveyor confirmou que SpCas9n nédo gera indels no
alvo de protospacer de EMXI1. Conforme ilustrado na Figura
5B, a coexpressdo de ARNcr quimérico de EMXI-alvo com

SpCas9 produziu indels no local-alvo, ao passo gue a
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coexpressao com SpCas9n ndo produziu (n=3). Além do mais, a
sequenciacao de 327 amplicons nao detetou nenhumas indels
induzidas por SpCas9n. O mesmo locus foil selecionado para
testar HR mediada por CRISPR através da cotransfecdo de
células HEK 293FT com o ARN guimérico que escolhe como alvo
EMX1, hSpCas9 ou hSpCas9n, bem como um modelo HR para
introduzir um par de locais de restricgdo (HindIII e Nhel)
junto ao protospacer. A Figura 5C fornece uma ilustracéao
esquematica da estratégia HR, com localizacgdes relativas de
pontos de recombinacdo e sequéncias de témpera de primers
(setas). Na realidade, SpCas9 e SpCas9n catalisaram a
integracdo do modelo HR para o locus de EMXI. A
amplificacdo PCR da regido—-alvo seguida pelo resumo de
restricdo com HindIII revelou produtos de clivagem
correspondentes a tamanhos de fragmento esperados (setas na
andlise do gel de polimorfismo de comprimento de fragmento
de restricado ilustradas na Figura 5D), com SpCas9 e SpCas9n
a mediar niveis semelhantes de eficiéncias HR. Os
Requerentes verificaram ainda HR utilizando a sequenciacéo
de Sanger de amplicons gendmicos (Figura 5E). Estes
resultados demonstram a utilidade de CRISPR para facilitar
a 1insercdo de genes-alvo no genoma de mamifero. Dada a
especificidade do alvo de 14 pb (12 pb do separador e 2 pb
do PAM) da SpCas9 de tipo selvagem, a disponibilidade de
uma nickase pode reduzir significativamente a probabilidade
de modificacbes fora do alvo, uma vez gue as guebras de
filamento Unico ndo sdo substratos para a via NHEJ sujeita
a erros.

As construcdes de expressao que simulam a arquitetura
natural de loci de CRISPER com separadores dispostos por
ordem (Figura 2A) foram construidas para testar a
possibilidade de escolha de sequéncias-alvo multiplexada.
Mediante a utilizacldo de uma Unica disposicdo de CRISPR que
codifica um par de separadores de escolha de EMX1 e PVALB

como alvo, foi detetada uma clivagem eficiente em ambos o0s
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loci (Figura 4F, gque ilustra uma concecdo esquemdtica da
disposigdo de ARNcr e um blot Surveyor que 1ilustra uma
mediacdo eficiente de clivagem). A delecdo-alvo de regides
gendmicas maiores através de DSBs simulténeas utilizando
separadores contra dois alvos no EMXI1 espacado por 119 pb
foi igualmente testada, e foi detetada uma eficdcia de
delecdo de 1,6% (3 de 182 amplicons; Figura 5G). 1Isto
demonstra que o sistema CRISPR pode mediar a edicéao
multiplexada num Gnico genoma.
Exemplo 2: Alternativas e modificagbes do sistema CRISPR

A capacidade para utilizar o ARN para programar a
clivagem de ADN especifica da sequéncia define uma nova
classe de ferramentas de engenharia de genomas para uma
variedade de aplicagdes industriais e de investigacéo.
Diversos aspetos do sistema CRISPR podem ser ainda
melhorados para aumentar a eficiéncia e a versatilidade da
escolha de CRISPR como alvo. Uma atividade de Cas9 ideal
pode depender da disponibilidade de Mg2+ livre em niveis
superiores aos presentes no nucleo mamifero (consulte p.
ex. Jinek et al., 2012, Science, 337:816), e a preferéncia
por um motivo NGG imediatamente a Jjusante do protospacer
restringe a capacidade de escolher como alvo em média todos
os 12 pb no genoma humano. Alguns destes constrangimentos
podem ser superados explorando a diversidade de loci de
CRISPR no metagenoma microbiano (consulte p. ex. Makarova
et al., 2011, Nat Rev Microbiol, 9:467). Outros loci de
CRISPR podem ser transplantados no meio celular de mamifero
através de um processo semelhante ao descrito no Exemplo 1.
A eficiéncia de modificacdo em cada local-alvo € indicada
por baixo das estruturas secundarias de ARN. O algoritmo
que gera as estruturas pinta cada base de acordo com a
respetiva probabilidade de assumir a estrutura secundaria
prevista. Os separadores de guia ARN 1 e 2 induziram 14% e
6,4%, respetivamente. A andlise estatistica da atividade de

clivagem na réplica Dbioldgica nestes dois locais de
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protospacer é igualmente fornecida na Figura 7.
Exemplo 3: Algoritmo de selegcdo de sequéncia-alvo de
amostra

Um programa de software foi concebido para identificar
sequéncias—-alvo candidatas de CRISPR em ambos os filamentos
de uma sequéncia de ADN de entrada com base no comprimento
desejado da sequéncia-guia e numa sequéncia de motivo
CRISPER (PAM) para uma enzima de CRISPR especificada. Por
exemplo, o0s locais-alvo para Cas9 de S. pyogenes, com
sequéncias PAM NGG, podem ser identificados procurando por
57 =N,—NGG-3” tanto na sequéncia de entrada como no
complemento reverso da entrada. Igualmente, os locais-alvo
para Cas9 de S. thermophilus CRISPR1, com sequéncia PAM
NNAGAAW, podem ser identificados procurando por 57 -Ny-
NNAGAAW-3’ tanto na sequéncia de entrada Como no
complemento reverso da entrada. Igualmente, os locais—-alvo
para Cas9 de S. thermophilus CRISPR3, com sequéncia PAM
NGGNG, podem ser identificados procurando por 5’ -N,—NGGNG-
3’ tanto na sequéncia de entrada como no complemento
reverso da entrada. O valor “x” em Ny pode ser fixado pelo
programa ou especificado pelo utilizador, tal como 20.

Uma vez que multiplas ocorréncias no genoma do local-
alvo de ADN podem originar uma edigdo de genomas nao
especifica, apdés a identificacdo de todos os locais
potenciais, o programa filtra as sequéncias com base no
numero de vezes Jgue as mesmas aparecem no genoma de
referéncia relevante. Para as enzimas de CRISPR para as
quais a especificidade da sequéncia € determinada por uma
sequéncia “semente” (seed), tal como 5’ de 11 a 12 pb a
partir da sequéncia PAM, incluindo a prdpria sequéncia PAM,
a etapa de filtracdo pode basear—-se na sequéncia semente.
Deste modo, para evitar a edicdo nos loci gendmicos
adicionais, o0s resultados sdo filtrados com base no numero
de ocorréncias da sequéncia semente:PAM no genoma

relevante. O utilizador pode ter permissao para escolher o
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comprimento da sequéncia semente. O utilizador também pode
ter permissdo para especificar o numero de ocorréncias da
sequéncia semente:PAM num genoma para fins de passagem do
filtro. A predefinicdo & procurar sequéncias exclusivas. O
nivel de filtracdo é mudado alterando tanto o comprimento
da sequéncia semente como o numero de ocorréncias da
sequéncia no genoma. O programa pode, além disso ou em
alternativa, fornecer a sequéncia de uma sequéncia-guia
complementar as sequéncias—-alvo apresentadas fornecendo o
complemento reverso das sequéncias-alvo identificadas.
Exemplo 4: Avaliagdo de multiplos hibridos de ARNcCr
quimérico-ARNtracr

Este exemplo descreve o0s resultados obtidos para ARNs
gquiméricos (ARNsqui; compreendendo uma sequéncia-guia, uma
sequéncia tracr-mate, e uma sequéncia tracr numa uUnica
transcricdo) com sequéncias tracr que incorporam diferentes
comprimentos de sequéncia de ARNtracr de tipo selvagem. A
Figura 18a ilustra um esquema de um vetor de expressao
bicistrdénico para ARN quimérico e Cas9. A Cas9 ¢é ativada
pelo promotor CBh e o ARN quimérico é ativado por um
promotor U6. O ARN-guia quimérico consiste numa sequéncia-
guia de 20 pb (Ns) wunida a sequéncia tracr (desde o
primeiro “U” do filamento inferior até ao fim da
transcricdo), que se encontra truncada em varias posicgdes
conforme indicado. As sequéncias-guia e tracr sdo separadas
pela sequéncia tracr-mate GUUUUAGAGCUA seguida pela
sequéncia de estrutura GAAA. Os resultados de ensaios
SURVEYOR para indels mediadas por Cas9 nos loci de EMXI
humano e PVALB sao ilustrados nas Figuras 18b e 18c,
respetivamente. As setas indicam os fragmentos SURVEYOR
esperados. Os ARNsqui sao indicados pela respetiva
designacgédo “+n”, e ARNcr refere-se a um ARN hibrido onde as
sequéncias—-guia e tracr sao expressadas como transcrigdes
separadas. A quantificacdo destes resultados, efetuada em

triplicado, ¢ ilustrada através do histograma nas Figuras
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lla e 11b, correspondendo as Figuras 10b e 10c,
respetivamente (“N.D.” indica “nenhumas indels detetadas”).
Os IDs de protospacer e respetivo alvo gendémico
correspondente, a sequéncia protospacer, a sequéncia PAM e
a localizacdo de filamento sao fornecidos na Tabela D. As
sequéncias—-guia foram concebidas para serem complementares
para toda a sequéncia protospacer em caso de transcrigdes
separadas no sistema de hibridos, ou apenas para a parte

sublinhada em caso de ARNs quiméricos.

Tabela D
ID de alvo- sequéncia protospacer (5' a 3') PAM|Filamento
proto-| gendmico
spacer
! EMX1 GGACATCCATGECACCTCCAATGACTAG  |T¢6 *
GG '
? B ICATTOGAGGTGACATCGATGTICCTCCCS Teel -
AT
3 ML IGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAA [°¢¢] Y
GAA
4 PvaLB GGTGGCGAGAGGGGCCGAGATTGGGETGT AcG *
T
> PYALE  ATGCAGCGAGGGTGGUGAGAGOOOCCGA  |T¢° *
GAT

Transfecdo e cultura de células

A linha celular de rim embriondrio humano (HEK) 293FT
(Life Technologies) foil mantida no Meio de Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) complementado com 10% de soro bovino
fetal (HyClone), 2 mM de GlutaMAX (Life Technologies),
100U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina a 37 °C
com 5% de incubacdo em CO;. As células 293ET foram semeadas
em placas de 24 pocgos (Corning) 24 horas antes da
transfecdo numa densidade de 150.000 células por pogo. As
células foram transfetadas utilizando Lipofectamina 2000
(Life Technologies) seguindo o protocolo recomendado pelo

fabricante. Para cada pogo de uma placa de 24 pocos, foi
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utilizado um total de 500 ng de plasmideo.
Ensaio SURVEYOR para modificacgcdo de genomas

As células 293FT foram trasfetadas com ADN de
plasmideo conforme descrito acima. As células foram
incubadas a 37 °C durante 72 horas pds—-transfecdo antes da
extracdo de ADN gendmico. O ADN gendmico foi extraido
utilizando a Solugdo de Extracdo de ADN QuickExtract
(Epicentre) seguindo o protocolo do fabricante. Em resumo,
as células peletizadas foram novamente suspensas na solucédo
QuickExtract e incubadas a 65 °C durante 15 minutos e a 98
°C durante 10 minutos. A regido gendmica que flanqueia o
local-alvo de CRISPR para cada gene foi amplificada por PCR
(primers 1indicados na Tabela E), e o0s produtos foram
purificados utilizando a Coluna Giratdria QiaQuick (Qiagen)
seguindo o protocolo do fabricante. Um total de 400 ng dos
produtos PCR purificados foi misturado com 2 pl de tampéo
PCR de Taq ADN Polimerase 10X (Enzymatics) e &gua ultrapura
até um volume final de 20 upl, e submetido a um processo de
nova témpera para permitir a formagdo heterodupla: 95 °C
durante 10 min, 95 °C a 85 °C subindo em - 2 °C/s, 85 °C a
25 °C em - 0,25 °C/s, e 25 °C em pausa durante 1 minuto.
Apds a nova témpera, os produtos foram tratados com
nuclease SURVEYOR e intensificador S SURVEYOR
(Transgenomics) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante, e analisados em 4 a 20% de geles de
poliacrilamida TBE Novex (Life Technologies). Os geles
foram coloridos com coloragcdo de ADN SYBR Gold (Life
Technologies) durante 30 minutos e representados por meio
de imagens com um sistema de imagens de geles Gel Doc (Bio-
rad). A quantificacdo baseou-se em intensidades de banda

relativas.
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Tabela E
nome do primer|alvo-gendémico|sequéncia primer (5' a 3')
Sp-EMX1-F EMX1 AAAACCACCCTTCTCTCTGGC
Sp—EMX1-R EMX1 GGAGATTGGAGACACGGAGAG
Sp—PVALB-F PVALB CTGGAAAGCCAATGCCTGAC
Sp—-PVALB-R PVALB GGCAGCAAACTCCTTGTCCT

Identificagdo Computacional de locais—alvo exclusivos de
CRISPR

Para identificar locais—-alvo exclusivos para a enzima
Cas9 de S. pyogenes SF370 (SpCas9) no genoma humano, de
ratinho, de rato, de peixe-zebra, de mosca da fruta e de C.
elegans, foi desenvolvido um pacote de software Ppara
examinar ambos os filamentos de uma sequéncia de ADN e
identificar todos os locais-alvo de SpCas9 possiveis. Para
este exemplo, cada local-alvo de SpCas9 foi definido de
modo operacional como uma sequéncia de 20 pb seguida por
uma sequéncia protospacer-motivo adjacente (PAM) NGG, e
foram identificadas todas as sequéncias gque cumprem esta
definigcdo 5’ -Ny;—NGG-3’' em todos o©0s cromossomas. Para
prevenir a edicdo de genomas nédo especifica, apds a
identificagcdo de todos os locails potenciais, todos os
locais—alvo foram filtrados com base no numero de vezes que
aparecem no genoma de referéncia relevante. Para tirar
partido da especificidade da sequéncia da atividade de Cas?9
conferida por uma sequéncia “semente”, que pode ser, por
exemplo, uma sequéncia 5’ de aproximadamente 11 a 12 pb a
partir da sequéncia PAM, as sequéncias 5’ -NNNNNNNNNN-NGG-3’
foram selecionadas para serem exclusivas no genoma
relevante. Todas as sequéncias gendmicas foram transferidas
a partir do UCSC Genome Browser (hgl9 do genoma humano, mm9
do genoma de ratinho, rnb do genoma de rato, danRer7 do
genoma de peixe—zebra, dmé4 do genoma D. melanogaster e cell
do genoma C. elegans). 0Os resultados de toda a pesquisa

estdo disponiveis para pesquisa utilizando as informacgdes
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do UCSC Genome Browser. A Figura 22 fornece uma
visualizacao de exemplo de alguns locais-alvo no genoma
humano.

Inicialmente, foram escolhidos como alvo trés locais
no locus de EMX1I nas células HEK 293FT humanas. A
eficiéncia da modificacdo de genomas de cada ARNqui foi
avaliada wutilizando o ensaio de nuclease SURVEYOR, dque
deteta mutacgdes resultantes das quebras de filamento duplo
(DSBs) de ADN e respetiva reparacdo subsequente através da
via de reparacgdo de danos de ADN de juncdo terminal néo
homéloga (NHEJ). As construcgdes designadas por ARNgui (+n)
indicam que o nucledétido até ao +n de ARNtracr de tipo
selvagem estd incluido na construg¢do de ARn quimérico, com
valores de 48, 54, 67 e 85 utilizados para n. Os ARNs
quiméricos que contém fragmentos mais longos de ARNtracr de
tipo selvagem (ARNqui (+67) e ARNqui(+85)) mediaram a
clivagem de ADN em todos os trés locais-alvo de EMX1, em
que ARNqui (+85), em particular, demonstra niveis
significativamente mais elevados de clivagem de ADN do que
0S hibridos de ARNcr/ARNtracr correspondentes que
expressaram sequéncias—-guia e tracr em transcricdes
separadas (Figuras 10b e 10a). Dois 1locails no locus de
PVALB que nao produziram nenhuma clivagem detetdvel
utilizando 0 sistema de  hibridos (sequéncia-guia e
sequéncia tracr expressadas como transcricdes separadas)
foram igualmente escolhidos como alvo utilizando ARNsqui.
ARNgui (+67) e ARNqui (+85) foram capazes de mediar uma
clivagem significativa nos dols protospacers de PVALB
(Figuras 10c e 10b).

Para todos os cinco alvos nos Jloci de EMX1 e PVALB,
foi observado um aumento consistente na eficiéncia da
modificacdo de genomas com um comprimento de sequéncia
tracr crescente. Sem ser pretendida qualquer limitacdo a
uma teoria, a estrutura secundaria formada pela extremidade

3’ do ARNtrac pode desempenhar um papel no melhoramento da

128



EP2771468B1

taxa de formacdo do complexo CRISPR. A Figura 21 fornece
uma ilustracdo de estruturas secunddrias previstas para
cada um dos ARNs gquiméricos utilizados neste exemplo. A
estrutura secunddria foi ©prevista wutilizando dobraARN

(http://rna..tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi)

utilizando a energia livre minima e o algoritmo de funcéo
de particdo. Uma pseudocor para cada base (reproduzida em
escala de cinzentos) indica a probabilidade de formacao de
pares. Uma vez que os ARNsqui com sequéncias tracr mais
longas foram capazes de clivar alvos que nédo foram clivados
por hibridos de ARNcr/ARNtracr CRISPR nativos, ¢é possivel
que o ARN gquimérico seja carregado para Cas9 de forma mais
eficiente do qgue o respetivo equivalente hibrido nativo.
Para facilitar a aplicacgao de Cas9 para a edicao de genomas
especifica do local nas células eucaridéticas e nos
organismos, todos os locais-alvo exclusivos previstos para
a Cas9 de S. pyogenes foram identificados de forma
computacional nos genomas humanos, de ratinho, de rato, de
peixe-zebra, de (. elegans e de D. melanogaster. Os ARNs
gquiméricos podem ser concebidos para enzimas Cas9 a partir
de outros micrdbios para expandir o espaco-alvo de
nucleases de ARN programavel CRISPR.

As Figuras 11 e 21 ilustram vetores de expressao
bicistrdénicos exemplares para a expressao de ARN quimérico
incluindo até ao nucledtido +85 da sequéncia ARN tracr de
tipo selvagem, e SpCas9 com sequéncias de localizacao
nuclear. A SpCas9 & expressada a partir de um promotor CBh
e terminada com o sinal poliA DbGH (pA DbGH). A sequéncia
expandida ilustrada imediatamente abaixo do esquema
corresponde a regido que circunda o local de insercéao de
sequéncia-guia e inclui, de 5’ a 3’, a parte 3’ do promotor
U6 (primeira regido sombreada), locais de clivagem BbsI
(setas), repeticdo direta parcial (sequéncia tracr-mate
GTTTTAGAGCTA, sublinhada), sequéncia de estrutura GARAA, e

sequéncia tracr +85 (sequéncia sublinhada a seguir a
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sequéncia de estrutura). Uma sequéncia-guia exemplar é
ilustrada por baixo do local de insercdo de sequéncia-guia,
com nucledétidos da sequéncia—-guia para um alvo selecionado
representado por um “N”.

As sequéncias descritas nos exemplos acima @ sao
conforme apresentado em seguida (as sequéncias de

polinucledétidos sé&o de 5 a 37):

ARNtracr de U6 pequeno (Streptococcus pyogenes SF370) :

GAGGGCCTATTTCCCATGATICCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA

GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG

ACGTAGAAAGTAATAATTITCTTGGGTAGTTITGCAGTITTAAAATTATGTTTTAAAAT

GGACTATCATATOCTTACCOTAACTTGAAAGTATTTCGATTITCTIGGCTTTATATATC
TTOTGGAAAGGACGAAACACCGGAACCT ATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAAT

AAGGCTAGTCCGTTATCAACTTCAAAAAGTGGUCACCCGAGTCCCGTGCTITITITY

(negrito = sequéncia de ARNtracr; sublinhado = sequéncia de

terminador)

ARNtracr de U6 longo (Streptococcus pyogenes SF370) :

GAGGGCCTATITCOCCATGATTCCTTCATATITGCATATACGATACAAGGUTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTIGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG

ACGTAGAAAGTAATAATTTCTIGGGTAGTTIGCAGTTITAAAATTATGTITIAAAAT
GOACTATCATATGCTTACCOTAACTTGAAAGTATITCGATTTCITGGLTITATATATC
TTGTGGAAAGUGACGAAACACCGGTAGTATTAAGTATTGTITTATGGCTGATAAATTT
CITITGAATTTCTCCTTGATTATTITGITATAAAAGTTATAAAATAATCTTIGTTGGAACC
ATTCAAAACAGCATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGYCCGTTATCAACTTGAAAAAG
TGGCACCGAGTCGGTGCTTITTET

130



EP2771468B1

Estrutura principal de DR U6-DR-BbsI (Streptococcus
pyogenes SEF370) :

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATETTCTTGGGTAGTITGCAGTTITAAAATTATGTIITAAAAT
GOACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTITATATATC
'1‘1‘G’F.GGAAAGGACGAAACACCGGG’E'IT’I'A.GAGC'I"ATGCTG'I"I“'.F"I.‘GAAT(J"G'?CCCAAA
ACGGGTCTTCGAGAAGACGTITTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAAC

Estrutura principal de U6-ARN quimérico-BbsI (Streptococcus

pyogenes SEF370)

GAGGGCCTATTTCCCATGATICCTTCATATITGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA

GAGATAAT ’",E“GrGAA“I"}‘,rf\A'I”i"!‘GA(f’.!f(}'f,AAA(IACA.—'\AGATA’I"TA GTACAAAATACGYTG

ACGTAGAAAGTAATAATTTICTIGGGTAGTTYGCAGTTTTAAAATTATGTTITAAAAT

GOACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTITATATATC
’1"I'GTGGAAAGGACGAAACACCGGG’l'C'I"I‘CG:‘%‘.GAAGACCT GITYTAGAGCTAGAAAT
AGC AAGTTAAAATAAGGCTAGTCCG

NLS-SpCas9-EGFP:

MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKK Y SIGLDIGTNSVG
WAVITDEVKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRK
NRICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIVH
LREKELVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFE
ENPINASGVDAKAL LSARQLSKSRRL.ENLIAQLPGEE{KNGLFGNLlA-LSLGLT PNFKSNEFDL
AEDAKLQLSKDTYDDDEDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLS
ASMIKRYDEHHQDLTLLKALVRQOQLPEKYKEIFFDQSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVKINREDLLRKQRTFDNGSIPHQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPY Y VGPLARGNSRFAWMTRKSERTITPWNFEEVY DKGASAQSFIERMTN
FDRNLPNEKVLPKHSLLYEYFTVYNELTKVKYVTEGMREPAFLSGEQKKAIVDLLFKTN
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RKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRENASLGTYHDLLK HKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTY AHLFDDK VMK QLKRRRY TG WGRLSRKLINGIRDKOSG
K TILDFLKSDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAGVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQK GQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ!
LKEHPVENTQLONEKLYLY YLQNGRDMY VOQELDINRLSDY DVDHIVPQSFLKDDSHY
NEVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMENY WRQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQLVETRQITKHV AQILDSRMNTK Y DENDKLIREVKVITLKSKLVSDFRKDF
QFYKVREINNYHHAHDAYLNAVVGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFYSNIMNFFKTEITLANGEIRK RPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPQVNIVKKTEVQTGGFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKY GGFDSPIVAYSVLVV
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMER SSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLUKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHY EKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDENEQISEFSKR VILADANLDK VLSAYNKHRDKPIREQAENIIHLFTLTNLGAPAAFKY
FDTTIDRKRY TSTKEVLDATLIHOSITGLY ETRIDLSQLGGRAAAVSKGEELFYGVVPILY
ELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATY GKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTITLTYGVQCFSRYP
DHMKQHDEFKSAMPEGY VQERTIEFKDDGN YK TRAEVKEFEGDTLVNRIELKGIDFKED
GNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQONTPIGDGP
VLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

SpGas9-EGFP-NLS:

MDKKYSIGLDIGTNSVGWAVITDEYKVPSKKFK VLGNTDRESIKKNLIGALLFDSGETA
EATRLKRTARRRY TRRKNRICY LOEIFSNEMAK VDDSFFHRLEESFLV EEDKKHERHPIP
GNIVDEVAYHEK YPTIYHLRKKLVDSTDK ADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNS
DVDELFIQLVOTY NOLFEENPINASGVDAK AILSARLSKSRRLENLIAQLPG EKKNGLEG
NLIALSLGLTPNFKSNFDLAEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDQYADLFLAAKNLSD
ATLLSDILRVNTEITKAPLSASMIKRYDEHHQDLTLLEALVRQOLPEK Y KEIFFDQSKNGY
AGYIDGGASQEEFYKEIK PILEK MDGTEELLVKLNREDLLRKQR TEDNGSIPHQIHLGEL
HAILRRQEDFYPFLKDNREKIEKILTERIPYY VGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEE
VVDKGASAQSFIERMTNEDKNLPNEKVLPKHSLLY EYFTVYNELTKVKYVTEGMRKPA
FLSGEQKKATVDLLFKTNRKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLL
KIKDKDFLDNEENEDILEDIVLTLTLFEDREMIEERLK TY AHLFDDK VMK QLKRRR Y TG
WGRLSRKLINGIRDKQSGK TILDFLK SDGFANRNFMQLIHDDSLTFKEDIQKAQVSGQG
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DSLHEHIANLAGSPAIKKGILOTVKVYDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTQRGOKN
SRERMKRIEEGIKELGSQILKEHPVENTQLONEKLYLY YLONGRDMYVDQELDINRLSD
YOVDHIVPQSFLKDDSIDRKY LTRSDKNRGKSDNVISEEVV] KKMENY WRQLLNAKLIT
QRKFDNLTKAERGGLSELDKAGFIKRQLVETROQITKHVAQILDSRMNTK YDENDELIRE
VEVITLKSKLVSDFRKDFQFYKVREINNY HHAHDAYLNAVVGTAL IKKYPKLESEFVYG
DYKVYDVREMIAKSEQEIGKATAKYFFY SNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEI
VWDKGRDFATVRKVESMPOVNIVKKTEVQTGOFSKESILAKRNSDKLIARKKDWDPKK
YGGFDSPTVAYSVLVVAKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKE
VKKDLUKLPKYSLFELENGRKRMLASAGELOKGNELATLPSKYVNFLYLASHYEKLKGS
PEDNEQKOLFVEQHEHY LDEHEMSEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHREDKPIREQAENI
IHLFTLTNLGAPAAFKYFDTTIDRERYTSTKEVLDATLIHOSITGLY ETRIDLESGLGGDAA

CAVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATY GKLTLKFICTTIGKLIPVPWP
TLVTITLTYGVQCESRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEG
DTLYNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADK QENGIK VNFKIRHNIEDBGSY
QLADEYQONTPIGDGPVLLPDNHEYLSTQSALSKDPFNEKRDHMYLLEFVTAAGITLGMD
ELYKKRPAATKEAGQARKKKK

NLS-SpCas9-EGFP-NLS:

MDYKDHDGDYKDHDRIDY KDDDDEMAPK KKRKVGIHGVPAADKKYSIGLDIGTNSVG
WAVITDEYK VPSR KFKVLONTDRHSIKENLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRK
NRICYLOQEWSNEMAKVDDSFFHRLEESFLVEEDKK HERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYH
LREKLVDSTDKADLRLIY LALAHMIKFRGHE L.'LIESGi)j.,N PDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFE
ENPINASGVDAKAIL SARI SKSRRLENLIAQLPGEKKNGLFONLIAT SLGLTPNFKSNEDL
AEDAKLCLSKDTYDODLONLLAGIGDOY ADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNYEITK APLS
ASMIKRYDEHHQDLTLLKALVROQLPEKYKEIFFDOSKNGYAGYIDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVEINREDLLRKQRIFDNGSIPHQIHLGELHAILRROEDEFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPY YVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTN
FDKNLPNEKVELPKHSLLYEYFIVYNELTKVKYVTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLFKTN
REKVTV KQLKEDYFK KIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHOLLKIKDKDFLDNEENEDILE
DIVETLTLFEDREMIEERILKTYAHLFDDKVMKQIKRRRYTGWGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFAN RNE-‘MQIZ.HfE)DS'IZ!I‘I*‘KE{)I'QKAQV SGOGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
LOTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTOQKGQKNSRERMKRIEEGIKELGSQ!L
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LKEHPYVENTQLONEKLYLY YLONGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NEKVLETRSDKNRGESDNVPSEEVVKRKMENYWRQLLNAKLITORKFDNLTKAERGGLSE
LDKAGFIKRQELVETRQITKRVAQILDSRMNTK Y DENDK LIREVKVITLKSKLVSDFRKDE
QFYKVREINNYHHAHDAYINAVVCGTALIKKYPKLESEFVYGDYKVYDVREMIAKSEQE
IGKATAKYFFY SNIMNFFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDKGRDFATVRK VLS
MPQVNIVKKTEVQTGGESKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKK YOGFDSPTVAYSVLVY
AKVEKCGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFERNPIDFLEAKGYKEVRKKDLIKLPKYSLEELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALFSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YEDEHEQISEFSKRVILADANLDKVILSAYNKHRDKPIREQAENIHLFTETNLGAPAAFKY
FOTTIDRKRY TSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGDAAAVSKGEELFTGVVRILY
ELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATV GKLTLKFICTTGKIPVPWPTLVTTLTYGVQCEFSRYP
DEMKOQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNY KTRAEV KFEGDT.L'V NRIELKGIDFKED
GNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHY QQNTPIGDGP
YELPDNHYLSTQSALSKDEN Eﬁi.(RI)HMVLLE FVTAAGITLOMDELYRKRPAATKKAGQA
KKKX

NLS-SpCas9-NLS:

MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKK YSIGLDIGTNS VG
WAVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLEDSGETAEATRLKRTARRRY TRRK.
NRICYLQEIFSNEMAK VDDSFFHRLEESFLVEEDK KHERHPIEGNIVDEVAYHEK YPTIVH
LRKKLVDSTDKADLRLIYLALAHMIKFRGHFLIEGDLNPDNSDVDKLFIQLVOTYNQLFE
ENPINASGVDAKAILSARLSKSRRLENLIAGLPGEKKNGLFGNLIALSLGETPNEKSNEDL
AEDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAQIGDOYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLS
ASMIKRYDEHHODLTLLKALVRQQLPEK YKEIFFDQSKNGY AGY IDGGASQEEFYKFIK
PILEKMDGTEELLVKLNREDLLRKQRTFDNGSIPHQIILGELHAILRRQEDFYPFLKDNR
EKIEKILTFRIPY YVGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDKGASAQSFIERMTN
FDENLPNEKVLPKHSLLYEYFIVYNELTK VK Y VTEGMRKPAFLSGEQKKAIVDLLEK TN
RKVTVKQLKEDYFKKIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKIK DK DELDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIEERLKTY AHLFDDK VMKOLKRRRY TG WGRLSRKLINGIRDKQSG
KTILDFLKSDGFANRNEMQLEDDSLTFKEDIOKAQVSGQGDSLHEHIANLAGSPAIKKG
ILQTVKVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENGTTORGOKNSR ERMKRIEEGIK ELGS QX
LKEHPVENTQLQNEKLYLY YLQNGRDMYVDQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
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NKVLTRSDKNRGKSDONVPSEEVVKKMENY WRQLLNAKLITGREFDNLUTKAERGGLSE
LDRKAGFIKRQLVETROITKHVAQILDSRMNTKYDENDKLIREVEKVITLKSKLVSDFRKDE
QFYKVREINNYHHAHDAYINAVVOGTALIKKYPK LESE EVYGDYKVYDVRKM IAKSEQE
iG KATAKYF FYSNIMNEFKTEITLANGEIRKRPLIETNGETGEIVWDRKGRDFATVREK VLS
MPOQVNIVKKTEVQTGGOFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLYV
AKVEKGKSKKILKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIIKLPKYSLFELE
NGRKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKLKGSPEDNEQRKQLEFVEQHKH
YLDENEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENINIHI FTLTNLGAPAAFKY
EDTTIDRKRYTSTKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGBKRPAATKRKAGQAKKKK

NLS-mCherry—-SpRNase3:

MFLFLSLTSFLSSSRTLVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYE
GTQTAKLKVIKGGPLPEAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWER VM
NFERGGVVTVTQDSSLODGEFIYKVEKLRGTNFPSDGPYVMOQKKTMOQWEASSERMYPED
GALKGEIRQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVRLPGAYNVNIKLDITSHNEDY TIVE
QYERAEGRHSTGGMDELYKGS KOQLEELLSTSFDIQFNDLTLLETAFTHTSYANEHRILN |
VSHNERLEFLGDAVLQLISEYLFARKYPKKTEGDMSKILRSMIVREESLAGFERFCSFDAYE
KLGKGEEKSGGRRRDTILGOLFEAFLGALLLDKGIDAVRRFLKQVMIPGVEKGNFERVE
DYKTCLQEFLOQTKGDVAIDYQVISEKGPABAKQFEVSIVVNGAVILIKGLCKSKKLAECQD
AAKNALAQLSEVY

SpRNase3-mCherry—-NLS:

MKQLEELLSTSEFDIGFNDLTLLETAFTHTSY ANEHR LINVSHNERLEFLGDAVELQLISEY
LEAKYPKKTEGDMSKLRSMIVREESLAGFSRFCSFDAYIKLGKGEEKSGGRRRDTILGDL
FEAFLGALLLDKGIDAVRRFLKQVMIPQVEKGNFER VKDYKTC LQEFLQTKGDVAIDY(Q
VISEKGPAHAKQFEVSIVVNGAVLSKGLGKSKKLAEQDAAKNALAQLSEVGSVSKGEE
DNMABKEFMRFK VHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTRKGGPLPFAWDIL
SPQFMYGSKAYVRKHPADIPDY LK LSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFE
YEVEKLRGTNFPSDGPVMQKK TMGWEASSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHY DAL
VETTYKAKKPVQLPGAYNYNIKLDITSHNEDY TIVEQY ERAEGRESTGGMDELYKKRY
AATKKAGQAKKKK. |
NLS-SpCas9n-NLS (a mutacdo de nickase DI10A estd em

mindsculas) :
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MDYKDHDGDYKDHDIDY KDOBDDKMAPKKKRKVGIHGVPAADKKYSIGLalGTNSVGW
AVITDEYKVPSKKFKVLGNTDRHSIKKNLIGALLFDSGETAEATRLKRTARRRYTRRKN
RICYLQEIFSNEMAKVDDSFFHRLEESFLYVEEDKKHERHPIFGNIVDEVAYHEKYPTIYHL
RKKLVOSTDKADLRLIVLALAHMIKFRGHFLIEGDINPDNSDVDKLFIQLVQTYNQLFEE
NPINASGVDAKAILSARLSKSRRLUENLIAGLPOGEKKENGLFGNLIALSLGLTPNFK SNFDLA
EDAKLQLSKDTYDDDLDNLLAGIGDOYADLFLAAKNLSDAILLSDILRVNTEITKAPLSA
SMIKRYDEHHQDUTLLEALVRQOQLPEK YK EIFFDQSKNGYAGYTIDGGASQEEFYKFIK P
LEKMBGTEELLVKINREDLERKQRTFDNGSIPRQIHLGELHAILRRQEDFYPFLKDNREK.
IEKILTERIPY Y VGPLARGNSRFAWMTRKSEETITPWNFEEVVDRKGASAQSFIERMTNED
KNLPNEKVEPKHSLLYEYFIVYNELTK VK YVTEGMRR PAFLSGEQRKKAIVDLLFKTNR.
EVTIVKQLKEDYFKXIECFDSVEISGVEDRFNASLGTYHDLLKUIKDKDFLDNEENEDILE
DIVLTLTLFEDREMIFERIKTYAHLFDDKVMKOQLKRRRY TGWGRLSRKEINGIRDKQSG
KTILDFLESDGFANRNFM QLIHDDSLTFKEDIQMQVSGQGDS LHEHIANLAGSPAIKKG
JLQTVEVVDELVKVMGRHKPENIVIEMARENQTTOQKGQKNSRERMKRIEEG iKEI..-C‘?iSQ'I
LKEHPVENTQLONEKLYLY YLQNGRDMYV DQELDINRLSDYDVDHIVPQSFLKDDSID
NKVLTRSDKNRGKSDNVPSEEVVKKMKNY WROQLLNAKLITQRKFDNLTKAERGGLSE
LOKAGFIKRQLVETRQITKHVAQILDSEMNTKYDENDK LIREVEKVITLKSKLVSDFRKDY
OFYKVREINNYHHAHDAYENAVVGTALIKKYPRLESEFVYGDYRKVYDVRKMIAKSEQE
IGKATAKYFFY SNIMNEFK TEITLANGEIRKRPLIEYNGETGEIVWDKGRDFATVRKVLS
MPOQVNIVKKTEVQTGOFSKESILPKRNSDKLIARKKDWDPKKYGGFDSPTVAYSVLVY
AKVEKGKSKKLKSVKELLGITIMERSSFEKNPIDFLEAKGYKEVKKDLIKLPKYSLFELE
NGREKRMLASAGELQKGNELALPSKYVNFLYLASHYEKL KGSPEDNEQKQLFVEQHKH
YLDENEQISEFSKRVILADANLDKVLSAYNKHRDKPIREQAENIHLFTLTNLGA PAAFKY
EDTTIDREKRYTSTRKEVLDATLIHQSITGLYETRIDLSQLGGPRKRPAATKKAGQAKKKK

hEMX1-HR HindII-Nhel Modelo:

GAATGCTGCCCTCAGACCCGCITCCTCCCTOTCCTIGTCTETCCAAGGAGAATGAGE
TCTCACTGGTGCATTTCOGCGACTACCCTGAGGAGUTGGCACTTGAGGGACAAGGCCC

CCCACCTGCCCAGCTCCAGCCTCTGATGAGGGGTGGGAGAGAGCTACATGAGGTTG
CTAAGAAAGCCTCCCCTGAAGGAGACCACACAGTGTGTCGAGOTTGGAGTCTCTAGC
AGCGGOTTOTGTGCCCCCAGGOATAGTCTGGCTOTCCAGGUCACTGCTCTTGATATAA
ACACCACCTCC TAG'ITATGAAAC CATGCCCATICTGCCTCTCTOTATGGAAAAGAGE
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ATGGGGCTGGCCCGTGGGGTGGTGTCCACTITAGGCCCTGTGGGAGATCATGGGAA
CCCACGCAGTGGGTCATAGGCTCTCTCATTTACTACTCACATCCACTCTGTGAAGAA
GCGATTATGATCTCTCCTCTAGAAACTCGTAGAGTCCCATGETCTGCCGGCTTCCAGA
GUCTOCACTCCTCCACCTTCGGUTTGOGCTTTGCTGGGGCTAGAGGAGCTAGGATGCAL
AGCAGCTCTGTGACCCTTYGTITIGAGAGGAACAGGAAAACCACCCTTCTCTCTGGCC
CACTGTOTCCTICTTCCTGCCCTGCCATCCCCTICTGTGAATGTTAGACCCATGGGAGC
AGCTGGTCAGAGGGGACCCCGGCCTGOGGC CCC’]'AACC(ITA'I"(EE’]‘AGCC TCAGTCTTC
CCATCAGGCTCTCAGCTCAGCCTGAGTGTTGAGGCCCCAGTGGLTGCTCTGGGOGCC
TCCTGAGTTTCTCATCTGTGCCCCYCCCTCCCTGOCCCAGGTGAAGGTGTGATTCCAG
AACCGGAGGACAAAGTACAAACGGCAGAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCG
AGCAGAAGAAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGUGTOGCGCATTGCCACGAAGCAG
GCCAATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGA CaagetigetagcGGTGGGCAACCAC
AAACCCACGAGGGCAGAGTGCTAGCTIGCTGCTGGCCAGGCCCCTGCGTGGGCCCAA
GCTGGACTCTGOCCACTCCCTGGCCAGOGCTTIGOGGOAGGCCTGGAGTCATGGOCCCA
CAGGGCTTGAAGCCCGGGGCCGCCATTGACAGAGGGACAAGCAATGGGCTGGCTGA
GGCCTGGGACCACT TGGCCTTCTCCTCGGAGAGCCTGCCTGCCTGGGCGGGCCCGOC
CGCCACCGCAGCCTCCCAGCTGCTCTCCGTOTCTCCAATCTCCCTTTIGTTITGATGC -
ATTTCYGTTTITAATITATTTITCCAGGCACCACTGTAGTTTAGTGATCCCCAGTGTCCC
CCTTCCCTATGGGAATAATAAAAGTCTCTCICTTAATGACACGGGCATCCAGCTCCA
GCCCCAGAGUCTGGOGTOGTAGATICCOGCTCTGAGGGCCAGTOGGGGCTGUTAGA.
GCAAACGCOTTCAGGGCCTOGOAGCCTGGOUTGOGGTACTGG TGCAGGGGUTCAAG
GGTAATTCATTAACTCCTCTCTTTTGTTGGGGGACCCTGGTCTCTACCTCCAGCTCCA
CAGCAGGAGAAACAGGUTAGACATAGGUGAAGGGCCATCOTGTATCTIGAGGGAGGA
CAGGCCCAGGTCTTTCTTAACGTATTGAGAGGTGGGAATCAGGCCCAGGTAGTTCAA
TGGGAGAGGGAGAGTGCTTCCCTCTGCCTAGAGACTCTGGTGGCTTCTCCAGTTGAG
GAGAAACCAGAGGAAAGGGCGAGGATTGOGETCTGGGOGAGGOGAACACCATTCACA
AAGGCTGACGGTTCCAGTCCGAAGTCGTGGGCCCACCAGGATGCTCACCTGTCCTTG
GAGAACCGCTGGGCAGGTTGAGACTGUCAGAGACAGGGUTTAAGGUTGAGCCTGCAA
CCAGTCCCCAGTGACTCAGGGCCTCCTCAGCCCAAGAAAGAGCAACGTGCCAGGGC
CCGCTGAGCTCYTGTGTTCACCTG

NLS-StCsnl-NLS:
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MKRPAATKKAGQARKKKSDLVLGLDIGIGS VGV GILNK VIGEIHKNSRIFPAAQAENN
LVRRTNRQGRRLARRKKHRRVRLNRLFEESGLITDFTKISINLNPYQLRVKGLTDELSNE
BLFIALKNMVKHRGISYLDDASDDGNSSVGDYAQIVKENSKQLETK TPGOIQLERYQTY
GOLRGDFTVEKDGKKHRLINVFPTSAYRSEALRILOTOQEFNPOITDEFINRY LEILTGKR
KYYHGPONEKSRTDYGRY RISGETLDNIFGILIGKCTFYPDEFRAAKASY TAQEFNLLND
LNNLTVPTETKKLSKEQKNQINYVKNEKAMGPAKLFK YIAKLLSCDVADIKGYRIDKS
GKAEIHTFEAYRKMK TLETLDIEQMDRETLDKLAY VETENTER EGIOEALEHEFADGSFES
QKQVDELVQFRKANSSIFGK GWHNFSVKLMMELIPEL YETSEEQMTILTRLGKOKTTSS
SNKTKYIDEKLLTEEIYNPVVAKSVROQAIKIVNAAIKEY GDFDNIVIEMARETNEDDEKK
AIQKIQKANKDEKDAAMLKAANGYNGKAELPHSVFHGHEQLATKIRLWHOQGERCLY
TGKTISIHDLINNSNQEEVDHILPLSITEDDSLANKVLVY ATANQEK GQRTPYQALDSMD
DAWSFRELKAFVRESKTLSNKKKEYLL TEEDISKFDVRKKFIERNLVDTRY ASRVVLNA
LQEHFRAHKIDTKVSVVRGQFTSQLRRHWGIEK TRDTYHHHA VDALIIAASSQLNLWKEK
OKNTLVSYSEDOLLDIETGELISDDEYKESVFK APY QHFVDTLKSKEFEDSILESYOVDSK.
FNRKISDATIYATRQAKVGKDKADETY VLGKIKDIYTQDGYDAFMKIYKKDKSKFLMY
RHDPQTFERVIEPILENYPNKOQINEKGKEVPONPRLK YK EEHGYIRK YSKKGNGPEIKSLK
YYDSKLGNHIDITPKDSNNKVVLQSVSPWRADVYENK TTGKY EILGLKY ADLQFEKGT
GTYKISQEKYNDIKKKEGVDSDSEEKFTLYKNDLLL VKD TETKEQQLFRFLSRTMPK QK
HYVELKPYDKQKFEGGEALIK VLGN Y ANSGQCKKGLGKSNISIYKVRTDVLGNQHIIKN
EGDKPKLDFKRPAATKKAGQOAKKKK

U6-St_ARNtracr (7-97) :

GAGOGCCTATTITCCCATGATTICCTTICATATITGCATATACGATACAAGGCTGTTAGA
GAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTG
ACGTAGAAAGTAATAATTITCTIGGGTAGTITGCAGTTITAAAATTATGTITTAAAAT
GGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTITATATATC
TTGTGGAAAGGACGAAACACCGTTACTTAAATCTTGCAGAAGCTACAAAGATAAGG
CTTCATGCCGAAATCAACACCCTOTCATITTATGGCAGGGTOTTITCOTTATITAA

U6-DR-separador-DR (S. pyogenes SF370)

gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggectgtt
agagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaa
ttatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaactt
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gaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccgggttt
tagagctatgctgtttgaatggtcccaaaacNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctatgecttgttttgaatggtcce

2aaacTTTTTTT (sublinhado em minusculas = repetigdo direta;
N = sequéncia-guia; negrito = terminador)
ARN quimérico contendo +48 ARN tracr (S. pyogenes SF370)
gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggctgtt
agagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaa
ttatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaactt
gaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaceNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNgttttaga gctagaaatagcaagt-
taaaataaggctagtccgTTTTTTT (N = sequéncia-guia; primeiro
sublinhado = sequéncia tracr-mate; segundo sublinhado =
sequéncia tracr; negrito = terminador)

ARN quimérico contendo +54 ARN tracr (S. pyogenes SF370)
gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggectgtt
agagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaa
ttatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaactt
gaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNgttttaga
gctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaTTTTTTTT (N =

sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-mate;
segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito = terminador)
ARN quimérico contendo +67 ARN tracr (S. pyogenes SF370)
gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggectgtt
agagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaa
ttatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaactt
gaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNgttttaga
gctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtgTTTTTT

T (N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia

tracr-mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
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terminador)
ARN quimérico contendo +85 ARN tracr (S. pyogenes SEF370)
gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggctgtt
agagagataattggaattaatttgactgtaaacacaaagatat
tagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaa
ttatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaactt
gaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggacgaaacaccNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNgttttaga
gctagaaatagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccg

agtcggtgcTTTTTTT (N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado =
sequéncia tracr-mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr;

negrito = terminador)

CBh-NLS-SpCas9-NLS
CATTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCLGCCC

ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTG
ACGTCAATOGUTGOAGTATTITACGGTAAACTGCCUCACTTIGGCAGTACATCAAGTGTA
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TCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGUCCGCLTGGCA
TTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTA
GTCATCGUTATTACCATGGTCGAGGTGAGCCCCACGTTCTGCTICACTCTCCCCATCT
CCCCCCCCTCCCCACCCCCAATTTTGTATTTATTFATTTTTTAATTATTTTGTGCAGCG
ATGOEGECEGHOEGHEEGLGHGOGCGLGCOGCCAGGLGHGGCGOUGCGGGGIGAG
GGGCGGGGCGEOGCCGAGGCGCAGAGCGTGCGECGGCAGCCAATCAGAGCGGCGCGT
TCCGAAAGTTICCTTTIATGGCGAGGUGGUGGCEGCGOCGGUTCTATAAAAAGCGA
AGCGCGCGGCOGGCGGCGAGTCGCTGCGACGCTGCCTTCGCCCCGTGCCCOGCTCCG
CCGCCGCCTOGLGCCGCCOGCCCCGGUTCTGACTGACCGCGTTACTCCCACAGGTGA
GCGGGOGGGACGGCCCTTCTCCTCCGGS CIGTAATTAGCTGAGCAAGAGGTAAGGG
TTTAAGGGATGGTTGGTTGOTGGGGTATTAATGTTTAATEACCTGGAGCACCTGCCT
GAAATCACTTTTTETCAGGTTGGaccppteecaccATGGACTATAAGGACCACGACGGAGA

CTACAAG GATICATGATATTGATTAC AAACACGATGACGATAAGATGGCCCCAAAGA
AGAAGCGGAAGGTCGGTATCCAC (yC AGTCCCAGCAGCCGACAAGAAGTACAGCATC

GGCAACA I COTGGACGAGGTGGCCTACCACGAGAAGTACCCCACCATCTACCACCT

GAGAAAGAAACTGGTOGACAGCACCGACAAGGUCGACCTGCGGCTGATCTATCTGG
CCCTGGCCCACATGATCAAGTTCCGGGGUCACTTCCTGATCOAGGGCGACCTGAALC
CCCACAACAGCCGACGTGOACAAGCTOTTCATCCAGCTGOTGCAGACCTACAACCAG

I C CCAGACTOGAGCAAGAGCAGACGGCTGGAAAATCTGATCGCCCAGCTGCCCGGCG
AGAAGAAGAATGGCCTOTITCGGUAACCTCATTGCCCTGAGCCTGGGCCTGACCCCC
AAGACGCAACTTCGACCTGGUCGAGGATGCC! i BLE, j

ACCTGTITTCTGGCCGCCAAGAACCTOTCCUACGCCATCCTGOTGAGUGACATOCTGA

GAGTGAACACCGAGATCACCAAGGCCCCCCTGAGCGCCTCTATGATCAAGAGATAC

141



EP2771468B1

GACGAGCACCACCAGGACCTGACCCTGCTUAAAGCTCTCGTGUGGCAGCAGCTGCC '

AAGATOOACCGOCACCOAGOAACTGCTUGTGAAGCTGAACAGAGAGGACCTGETGCG
GAAGCAGCOGOGACCTTCGACAACGGOCAGCATCCCCCACCAGATCCALCTOGOAGALC

AAAAGATCOAGAAGATCCTOACCTTUCGCATCCCOUTACTACGTGGGLCCTCTGGCUA

GGGOAAACAGCAGATTCGCCTGGATGACCAGAAAGAGCGAGGAAACCATCACCCC
CTGGAACTTCGAGGAAGTGGTGGACAAGGGOGCTTCCGUCCAGAGCTICATCGAGC
GOATGACCAACTTCCATAAGAACCTGCCCAACGAGAAGGTGCTGCCCAAGCACAGC
CIGCTUTACOAGTACTICACCGTGTATAACGACGCTCGACCAAACGTGAAATACGTGACC

ACCTGCIGTTCAAGACCAACCGGAAAGTGACCGTGAAGCAGUTGAAAGAGGACTAC
TTCAAGAAAATCOAGTGCTTCGACTCCGIGGAAATCICCGGCOTGGAAGATCGGTTS
AACGCCTCCCTGGOCACATACCACGATCTGCTGAAAATTATCAAGGACAAGGACTT
CCTGGACAATGAGGAAAACCGAGGACATTICTOGAAGATATCHTGCIGACCUTGACALC
TGTTTGAGGACAGAGAGATGATCGAGGAACGGCTGAAAACCTATGCCCACCTGTTC
GACGACAAAGTGATOAAGCAGCTOAAGCGUCGOAGATACACCGUCTGOGGCAGGC
TGAGCCGGAAGCTGATCAACGGCATCCGGGACAAGCAGTCCGGCAAGACAATCCTG
GATTICCTGAAGTCCGACGGCTTCGCCAACAGAAACTTCATGCAGCTGATCCACGAC
GACAGCCTGACCTTTAAAGAGGACATCCAGAAAGCCCAGGTGTCCGGCCAGGGCGA
TAGCCTGCACGAGCACATTGCCAATCTGOCCGACAGCCCCGCCATTAAGAAGOGCA

TCCTGCAGACAGTGAAGG TGO TGGACGAGCTCGIGAAAGTIGATGGGUCGGCACAAG

CAGCCAGATCCTGAAAGAACACCCUGTGGAAAACACCCAGETGCAGAACGAGAAG
CIGTACCTOTACTACCTOGCAGAATGOOCOGOATATCTACGTGGACCAGGAACTOGA
CATCAACCGGCTIGTCCGACTACCGATGTGGACCATATCGTIGCCTCAGAGCTTICTGAA
OGACGACTCCATCCACAACAAGCGTGCTCGACCAGAAGCGACAAGAACCGGGGCAAG |
AG(.‘.(ISACAA(I‘,G'I‘GCC(Z‘I.‘CCG}XAGAGG’I‘C(}TGAAGAA(}ATGAAG AACTACTGGCGGCA
GCTGCTGAACGCCAAGCTGATTACCCAGAGAAAGTTICOACAATCTGACCAAGGCCG
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ACAACTACCACCACGCCCACGACGOCTACCTGAACGLCGTCGTGEGAACCGUCCT
ATCAAAAAGTACCCTAAGCTGGAAAGCGAGTTCOTGTACGGCGACTACAAGGTGTA

AAGTACTTICTTICTACAGCAACATCATGAACTTTITICAAGACCGAGATTACCCTGGCC
AACGGCCAGATCCGGAAGCGGCCTCTCGATCCAGACAAACGGCGAAACCUGGGAGA

CAAGTGAATATCGTGAAAAAGA CCGAGGTGCAG ACAGGCGGCTTCAGCAMAGAGTC
TATCCTGCCCAAGAGGAACAGCGATAAGCTGATCGCCAGAAAGAAGGACTGGEACC

CCAAAGTOGAAAAGUGOCAAGTCCAAGAAACTGAAGAGTGTGAAAUGAGCTGCTGGG

CATCACCATCATGOAAAGAAGCAGUTTCCGAGAAGAATCCCATCCGACTTITCTGGAAG
CCAAGGOCTACAAAGAAGTGAAANAGGACCTGATCATCAAGCTGCUTAAGTACTCC
CIGTTCGAGCTGOAAAACGGCCGGAAGAGAATGCTGGCCTCTGCCGGCUAACTGCA -

GCCACTATGAGAAGCTGAAGGGCTICCCCCGAGGATAATGAGCAGAAACAGCTGTTT

GTGGAACAGCACAAGCACTACCTOGACGAGATCATCOAGCAGATCAGCCAGTTCTC

CAAGAGAGTOATCCTOGCCOACGUTAATCTGOACAAAGTGU TG TCCGCCTAUAACA

AGCACCGGGATAAGCCCATCAGAGAGCAGGCCGAGAATATCATCCACCTGTITACC

CIOGACCAATCTIGOGGAGCOCCTGUCGCCTTCAAGTACTTTOACALICACCATCGACCGG

AAGAGGTACACCAGCA AAAGAGGTGCTGGACGCCACCCTGATCCACCAGAGCAT |
CACCGGUCTOTACGAGACACGOATCOACCTOTCTCAGCTOCGAGOCCGACTTTCTITT

TCTTAGCTTGACCAGCTITCTTAGTAGCAGCAGOACGCTITAA

(sublinhado = NLS-hSpCas9-NLS)

ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 ILMD-9 de 8.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaagatttaGAAAtaaatctt

scagaagctacaaagataaggctt

catgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttecgttatttaaTTTTTT

(N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN gquimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 IMD-9 de S.
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thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaa

gataaggcttcatgccgaaatca

acaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT (N =
sequéncia-guia; primeiro sublinhado = seguéncia de tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 1LMD-9 de S.

thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgtttttgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaa

gataaggcttcatgccgaaatca acaccctgt—cattttatggcagggtgtTTTTTT

(N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN qgquimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 1MD-9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaagatttaGAAAtaaatctt

gcagaagctacaaagataaggctt

catgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttecgttatttaaTTTTTT

(N = sequéncia—-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 L1LMD-9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaa

gataaggcttcatgccgaaatc
aacaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT (N =

sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-mate;
segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito = terminador)
ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 1LMD-9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaGAAAtgcagaagctacaaa

gataaggcttcatgccgaaatc aacaccctgt—-cattttatggcagggtgtTTTTTT

(N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-

mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
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terminador)

ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1I 1LMD-9 de S.

thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaagatttaGAAAtaaatctt

gcagaagctacaatgataaggctt

catgccgaaatcaacaccctgtcattttatggcagggtgttttecgttatttaalTTTTTT

(N = sequéncia—-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = =sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN qgquimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 I1IMD-9 de S.
thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaGAAAtgcagaagctacaat

gataaggcttcatgccgaaatca

acaccctgtcattttatggcagggtgttttcgttatttaaTTTTTT (N =
sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-mate;
segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito = terminador)

ARN quimérico de exemplo para Cas9 CRISPR1 LMD-9 de S.

thermophilus (com PAM de NNAGAAW)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttattgtactctcaGAAAtgcagaagctacaat

gataaggcttcatgccgaaatca acaccctgt—cattttatggcagggtgtTTTTTT

(N = sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

ARN qgquimérico de exemplo para Cas9 CRISPR3 1LMD-9 de S.

thermophilus (com PAM de NGGNG)
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNgttttagagctgtgGAAAcacagcgagttaaaat

aaggcttagtccgtactcaactt gaaaaggt—-ggcaccgattcggtgtTTTTTT (N

= sequéncia-guia; primeiro sublinhado = sequéncia tracr-
mate; segundo sublinhado = sequéncia tracr; negrito =
terminador)

Versdao com codbes otimizados de Cas9 de locus de CRISPR3
LMD-9 de S. thermophilus (com uma NLS nas extremidades 5’ e
37)
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ATGAAAAGGCCGGCGGUCACGAAAAAGGCCGGCCAGGCAAAAAAGAAAAAGACCA
AGOCCTACAGCATCGGCCTGGACATCGGCACCAATAGCGTGGGCTGGGCCGTGACC
ACCGATCAACTACAAGGTGCCCAGCAAGAAAATGAAGGTGCTGGGCAACACCTCCAA
GAAGTACATCAAGAAAAACCTGCTGGGCCGTGCTOCTGTTCGACAGCGGCATTACAG
CCGAGGGCAGACGGCTGAAGAGAACCGUCAGACGGCGGTACACCCGGCGGAGAAA
CAGAATCCTGTATCTGCAAGAGATCTTCAGCACCGAGATGGCTACCCTGGACGACG
CCTTCTTCCAGCOGGCTGGACGACAGCTTCCTGGTGCCCGACGACAAGCGGGACAGC
AAGTACCCCATCTTCGGCAACCTGGTGGAAGAGAAGGCCTACCACGACGAGTTCCC
CACCATCTACCACCTGAGAAAGTACC TGGCCGACAGCACCAAGAAGGCCGACCTGA
GACTGGTGTATCTGGCCCTGGCCCACATGATCAAGTACCGGGGCCACTTCCTGATCG
AGGGCGAGTTICAACAGCAAGAACAACGACATCCAGAAGAACTTCCAGGACTICCTG
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GACACCTACAACGCCATCTICGAGAGCGACCTGTCCCTGGAAAACAGCAAGCAGCT
GGAAGAGATCG TGAAGGCACAAGATCAGCAAGCTGOAAAAGAAGGACCGCATCCTG
AAGCTGTTCCCCGGCGAGAAGAACAGCGGAATCTTCAGCGAGTTTCTGAAGCTGAT
COTGGUCAACCAGGCCGACTICAGAAAGTGCTTCAACCTGGACCAGAAAGCCAGCC
TGCACTTCAGCAAAGAGAGCTACGACGAGGACCTGGAAACCCTGCTGGGATATATC
GGCGACGACTACAGCGACOTGTICCTGAAGGCCAAGAAGCTGTACGACGCTATCCT
GCYGAGCOGOGUTTCCTGACCGTGACCGACAACGAGACAGAGGCCCCACTGAGCAGCG
CCATGATTAAGCGGTACAACGAGCACAAAGAGGATCTGGCTCTGCTGAAAGAGTAC
ATCCGGAACATCAGCCYGAAAACCTACAATGAGGTGTTCAAGGACGACACCAAGAA
CGGCTACGCCGGCTACATCGACGGCAAGACCAACCAGGAAGATTICTATGTGTACC
TCGAAGAAGCTGCTGGCCGAGTTCGAGGGGGCCCACTACTTTCTGGAAAAAATCGAC
CGCGAGGATTTCCTGCGGAAGCAGCGGACCTIC GACAACGGCAGCA’I‘CC CCTACCA
GATCCATCTGCAGGAAATGOGGOCCATCCTGGACAAGCAGGCCAAGTTCTACCCAT
TCCTGGCCAAGA ACAAAGA(}CGG._A_’I"C(}A(}AA(}A:’I:(?CTG ACCTICCGCATCOCUTTALT
ACGTGGGCOCCCTGGCCAGAGGCAACAGCGATTTTGCCTGOTCCATCCGGAAGCGC
AATGAGAAGATCACCCCCTGOAACTICOAGGACGTGATCGACAAAGAGTCCAGCGC
CGAGGCCTTCATCAACCGGATGACCAGCTTCGACCTGTACCTGCCCGAGGAAAAGG
TGCTGCCCAAGCACAGCCTGCTGTACGAGACATTICAATGTGTATAACGAGCTGACCA
AAGTGCGGETITATCGCCGAGTCTATGCGGGACTACCAGTTC CTGGACTCCAAGCAGA
AAAAGGACATCGTOCGGCTCTACTTCAAGGACAACGCGUGAAAGTGACCGATAAGGAC
ATCATCOAGTACCTGCACGCCATCTACGGCTACGATGE CATCOGAGCTGAAGGGCAT
CGAGAAGCAGTTCAACTCCAGCCTGAGCACATACCACGACCTGCTGAACATTATCA
ACGACAAAGAATTTCTGGACGACTCCAGCAACGAGGCCATCATCGAAGAGATCATC
CACACCCTGACCATCTTTGAGGACCGCGAGATGATCAAGCAGCGGCTGAGCAAGTT
COAGAACATCTTCGACAAGAGOGTGCTGAAAAAGCTCGAGCAGACGUCACTACACCG
GCTGGGGCAAGCTGAGCGCCAAGCTGATCAATUGGCATCCGGGACGAGAAGTCCGAGC
AACACAATCCTGGACTACCTOATCCGACGACGGCATCAGCAACCGGAACTTCATGCA
GCTGATCCACGACGACGCCCTGAGCTTCAAGAAGAAGATCCAGAAGGCCCAGATCA
TCGOGUACGAGGACAAGGOCAACATCAAAGAAGTCGTGAAGTCCCTGCCCGGCAGC
CCCOCCATCAAGAAGGGAATCCTGCAGAGCATCAAGATCOTGGACGAGCTCGTGAA
AGTGATGGGCOGCAGAAAGCCCGAGAGCATCGTGGETGGAAATGGCTAGAGAGAAC
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CAGTACACCAATCAGUGTAAGAGUAACAGCCAGUCAGAGACTGAAGAGACTGGAAA
AGTCCCTGAAAGAGCTGGGCAGCAAGATTCTGAAAGAGAATATCCCTGCCAAGCTG
TCCAAGATCGACAACAACGCCCTGCAGAACGACCGGCTGTACCTGTACTACCTGCA
GAATGGCAAGGACATOTATACAGGCGACGACCTGGATATCGACCGCCTGAGCAACT
ACGACATCGACCATATTATCCCCCAGGUCTTUCTGAAAGACAACAGCATTGACAAC
AAAGTGCTGGTGTCCTCCGCCAGCAACCGCGGCAAGTCCGATGATGTGCCCAGCCT
GGAAGTOGTUGAAAAAGAGAAAGACCTTCTGGTATCAGUTGCTGAAAAGCAAGCTGA
TTAGCCAGAGGAAGTTCGACAACCTGACCAAGGCCGAGAGAGGCGUGCCTGAGLCCT
GAAGATAAGGCCGGCTTCATCCAGAGACAGCTGGTGGAAACCOGGCAGATCACCAA
GCACOTGOCCAGACTGUTGGATCGAGAAGTTTAACAACAAGAAGGACGAGAACAACC
GGGCCGTCCGGACCGTGAAGATCATCACCCTGAAGTCCACCCTGGTGTCCCAGTTCC
GOAAGGACTTCGAGCTGTATAAAGTGCGCGAGATCAATGACTTICACCACGCCCAC
CACGUCTACCTGAATGCCGTGGTGGCTTCCGCCCTGCTGAAGAAGTACCCTAAGCTG
GAACCCGAGTTCGTGTACGGOGACTACCCCAAGTACAACTCCTTCAGAGAGCGGAA
GTCCGCCAC CGAGAAGGTGTACTTCTACTCCAACATCATGAATATCTITAAGAAGTC
CATCTCCCTGGCCGATGGCAGAGTGATCGAGCGGCCCCTGATCGAAGTGAACGAAG
AGACAGGCGAGAGCAETGTGGAACAAAGAAAGCGACCTGGCCACCOTGUCGGCGGAET
GCTGAG"I‘TA’ICCTCAA.GTGAA.TGTCGTGAAGAAGGTGGAAGAACAGAACCACG GCC
TGGATCGGGGCAAGCCCAAGGGCCTGTTCAACGCCAACCTGTCCAGCAAGCCTAAG
CCCAACTC CAACGAGAATCTCGTGGGGGCCAAAGAGTACCTGGACCCTAAGAAGTA
CGGOGGATACGCCGGCATCTCCAATAGCTTCACCGTGCTCGTGAAGGGCACAATCG
AGAAGGOCGCTAAGAAAAAGATCACAAACGTGCTCGAATTTCAGGGGATCTCTATC
CTGGACCGGATCAACTACCGGAAGGATAAGCTGAACTTTCTGCTGGAAAAAGGCT A
CAAGGACATTGAGCTGATTATCGAGCTGCCTAAGTACTCCCTGTTCGAACTGAGCGA
CGOCTCCAGACGCGATGCTGOCCTCCATCCTGTCCACCAACAACAAGUGOGGUGAGA
TCCACAAGGGAAACCAGATCTTCCTGAGCCAGAAATTTIGTGAAACTGCTGTACCACG
CCAAGCOGATCTCCAACACCATCAATGAGAACCACCGGAAATACGTGGAAAACCAC
AAGAAAGAGTTTGAGGAACTGTTICTACTACATCCTGGAGTTCAACGAGAACTATGTG ‘
GGAGCCAAGAAGAACGGCAAACTGUTGAACT CCGCCTTCCAGAGCTGGCAOAACCA
CAGCATCGACGAGUTGTGCAGCTCCTTCATCGGUCCTACCGGCAGCGAGCGGAAGG
GACTGTTTGAGCTGACCTCCAGAGGCTCTGCCGCCGACTTTGAGTTCCTGGGAGTGA

AGATCCCCCGGTACAGAGACTACACCCCCTCTAGTCTGCTGAAGGACGCCACCCTGA
TCCACCAGAGCGTGACCGGCCTATACGAAACCCGGATCGACCTGGCTAAGCTGGGC
GAGGGAAAGCGTCCTGCTGCTACTAAGAAAGCTGGTCAAGCTAAGAAAAAGAAATA
A
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Exemplo 5: Otimizacgdo do ARN-guia para Cas9 de
Streptococcus pyogenes (referida como SpCas9).

Os Requerentes mudaram o ARNtracr e as sequéncias de
repeticdo direta, ou mudaram o ARN-guia quimérico para
melhorar os ARNs nas células.

A otimizacdo baseia-se na observacdo de gque existem
alongamentos de timinas (Ts) no ARNtracr e ARN-guia, o que
pode originar a terminacdo de transcricdo precoce através
do promotor pol 3. Por conseguinte, o0s Requerentes geraram
as seguintes sequéncias otimizadas. O ARN otimizado e a
repeticdo direta otimizada correspondente sao apresentados
aos pares.

ARNtracr 1 otimizado (mutacdo sublinhada) :

GCGAACCATTCAIAACAGCATAGCAAGTTATAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTOGCACCCAGTCGGTGCTTTTT '

Repeticdo direta otimizada 1 (mutacdo sublinhada) :

GTTaTAGAGCTATGCTGTTalGAATGGTCCCAAAAC

ARNtracr 2 otimizado (mutacao sublinhada):

GGAACCATTCAAIACAGCATAGCAAGTTAAIATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAA
AAAGTCGGCACCGAGTCGGTGCTTTTT

Repeticdo direta otimizada 2 (mutacdo sublinhada) :

GTaTTAGAGCTATGCTGTaTTGAATGGTCCCAAAAC
Os Requerentes otimizaram igualmente o ARN-guia
quimérico para uma atividade ideal nas células
eucaridticas.

ARN-guia original:
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGYTOGCACCGAGTCGGIGCTTTTTET

Sequéncia 1 de ARN-guia quimérico otimizado:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAATATAAGGC
TAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTITTIT

Sequéncia 2 de ARN-guia quimérico otimizado:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTTTTAGAGCTATGCTGTTTITOGAAACAAAACAGCA
TAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCG
GTGCTTTITIT

Sequéncia 3 de ARN-guia quimérico otimizado:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTATTAGAGCTATGCTGTATFGGAAACAATACAGC
ATAGCAAGTTAATATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCOGAGTC
GGTGCTTITITT

Os Requerentes mostraram que o ARN-guia quimérico
otimizado funciona melhor conforme indicado na Figura 9. A
experiéncia foi realizada através da cotransfecdo de
células 293FT com Cas9 e uma cassete de ADN de ARN-guia U6
para expressar uma das dquatro formas de ARN ilustradas
acima. O alvo do ARN-guia é o mesmo local-alvo no locus de
Emx1l humano: “GTCACCTC-CAATGACTAGGG”

Exemplo 6: Otimizacgdo de Cas9 CRISPRI LMD-9 de
Streptococcus thermophilus (referida como StlCas9).

Os Requerentes conceberam ARNs-guia quiméricos
conforme ilustrado na Figura 12.

Os ARNs—-guia de StlCas9 podem ser submetidos ao mesmo
tipo de otimizacdo dos ARNs-guia de Spas9, quebrando os
alongamentos das politiminas (Ts).

Exemplo 7: Melhoramento do sistema Cas9 para aplicagdo 1in
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vivo

Os Requerentes realizaram uma pesquisa metagendmica
para uma Cars9 com baixo peso molecular. A maioria dos
homélogos de Cas9 & razoavelmente grande. Por exemplo, a
SpCas9 tem cerca de 1368aa de comprimento, o que ¢é&
demasiado grande para ser facilmente empacotada nos vetores
virais para distribuicdo. Algumas das sequéncias podem ter
sido mal anotadas e, por conseguinte, a frequéncia exata
para cada comprimento pode ndo ser necessariamente precisa.
Contudo, ¢ fornecida uma breve visdo da distribuicdo de
proteinas Cas9 e sugerida a existéncia de homdélogos de Cas9
mais pequenos.

Através de andlise computacional, os Requerentes
verificaram gque na estirpe bacteriana Campylobacter existem
duas proteinas Cas9 com menos de 1000 aminodcidos. A
sequéncia para uma Cas9 de Campylobacter  jejuni &
apresentada abaixo. Com este comprimento, a CjCas9 pode ser
facilmente empacotada em AAV, lentivirus, Adenovirus e
outros vetores virais para a distribuigdo vigorosa nas

células primédrias e in vivo nos modelos de animal.

>Cas9 de Campylobacter jejuni (CjCas9)

MARILAFDIGISSIGWAFSENDELKDCGVRIFTKVENPK TGESLALPRRLARSARKRLARR
KARENHLKHLIANEFKINYEDYQSFDESLAKAYKGSLISPYELRFRALNELLSKQDFAR
VILHIAKRRGYDDIKNSDDK EKGATLKAIKQONEEKLANYQSVEEY LYKEHY FOKFKENSK.
EFTNVRNKEESYERCIAQSFLKDELKLIFKKQREFGFSFSKKFEREVLAVAFYKRALKDFS
HLVGNCSFFTDEKRAPKNSPLAFMFVALTRIINLINNLKNTEGILY TKDDENALLNEVLK
NOTLTYRQTKKLLGLEDDY EFKGEKGTYFIEFKK Y KEFIKALGEHNLSQDDLNEIAKDIT
LIKDEIKLEKKALAKYDINONQIDSLSKLEFK DEHLNISFKALKLVTPLMLEGKKYDEACNE
ENLKVAINEDKKDFLPAFNETY YKDEVINPVVLRAIKEYRK VLNALLKKYGKVHEINIE
LAREVOGRNHSQRAKIEKEQNENY KAKKDA ELECEKLGLIKINSKNILKLRLFKEQREFCA
YSGEKIKISDLODEKMLEIDHIYPY SRSFDDSYMNKVLVFTKOQNQEKLNQTPFEFAFGNDS
AKWORKIEVLAKNLPTKKQKRILDKNYKDKEQGKNFKDENLND TRYIARLVLNYTKDYL
DFLPLSDDENTRKINDTGKGSKVHVEAKSGMLTSALRHTWGFSAKDRNNHLHHAIDAVI
IAYANNSIVKAFSDFKKEQESNSAELYAKKISELDYKNKRKFFEPFSGFRQKVLDKIDETF
VSKPERKEPSCGALHEFTFRKEEEFY QSYOGGRKEGVELEKALELGKIRKVNGKIVKNGDMFER. -
VDIFKHKKTNKFYAVPIYTMDFALKVLPNK AVARSKK GEIKDWILMDENYEFCFSLYK.
DSLILIGTKDMQEPEFVYYNAFTSSTVSLIVSKHDNKFETLSKNQKILFKNANEKEVIAKS
IGIONEKVFERYIVSALGEVTKAEFRQREDFKK.
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O elemento ARNtracr putativo para esta CjCas9 é:

TATAATCTCATAAGAAATTTAAAAAGGGACTAAAATAAAGAGTITGCGGGACTCTG
CGGGGTTACAATCCCCTAAAACTUGUTTTTAAAATT

A sequéncia de Repeticdo Direta é:

ATTTTACCATAAAGAAATTTAAAAAGGGACTAAAAC

A estrutura de codobramento do ARNtracr e repeticao

direta é fornecida na Figura 6.

Um exemplo de um ARN-guia quimérico para CjCas9 é:

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGUCCCGAAAGGGACUAAAATUAAAGAGUL
UGCCGOACUCUGCGOGGUUACAAUCCCCUAAAACCGCURIUU

Os Requerentes otimizaram igualmente o ARN-guia de
Cas9 utilizando métodos in vitro. A Figura 18 ilustra dados
da otimizacdo de ARN-guia quimérico de StlCas9 in vitro.

Embora as formas de realizacgao preferidas da presente
invengdo tenham sido aqui ilustradas e descritas, sera
6bvio para os peritos na técnica que essas formas de
realizacgdo sao fornecidas apenas como exemplo. Diversas
variacdes, alteracdes e substituicgbdes 1irdo ocorrer aos
peritos na técnica sem sair da invencédo. Convém compreender
que ¢é possivel utilizar na aplicagdo da invencgdo varias
alternativas as formas de realizacdo da invencdo aqui
descritas. E pretendido que as seguintes reivindicacdes
definam o ambito da invencdo e que os métodos e as
estruturas no ambito destas reivindicagdes e respetivos
equivalentes sejam assim abrangidos.
Exemplo 8: Otimizagdo de ARNgu Sa

Os Requerentes conceberam cinco variantes de ARNgu
para SaCas9 para uma arquitetura truncada ideal com uma
maior eficiéncia de clivagem. Além disso, o sistema duplo

de repeticdo direta nativa:tracr foi testado Jjuntamente com
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ARNsgu. As guias com comprimentos indicados foram
cotransfetadas com SaCas9 e testadas em células HEK 293FT
relativamente a atividade. Um total de 100 ng de amplicons
U6-PCR de ARNgu (ou 50 ng de repeticgdes diretas e 50 ng de
ARNtracr) e 400 ng de plasmideo de SaCas9 foi cotransfetado
em 200.000 hepatdécitos de ratinho Hepal-6, e o ADN foi
colhido 72 horas apds a transfecdo para andlise SURVEYOR.
Os resultados sao ilustrados na Fig. 23.
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1.

REIVINDICAGCOES

Uma composicdo produzida ou que ocorre de forma nao

natural compreendendo:

2.

uma sequéncia de polinucledétidos de ARN qguimérico
(ARNgui) do sistema associado a CRISPR (Cas) (CRISPR -
Repetigdes Palindrdmicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interpoladas) (CRISPR-Cas), em que a sequéncia de
polinucledétidos compreende:

(a) uma sequéncia-guia com um comprimento de 10 a 30

nucledtidos, capaz de hibridizar para uma

sequéncia-alvo numa célula eucaridtica,

(b) uma sequéncia tracr-mate, uma

(c) uma sequéncia de ARNtracr,
em que (a), (b) e (c) séao dispostos numa orientacao de 5’
para 3',
em que, quando transcrita, a sequéncia tracr-mate é
hibridizada para a sequéncia ARNtracr e a sequéncia-guia
direciona a ligacdo especifica da segquéncia de um
complexo CRISPR para a sequéncia-alvo,
em que o complexo CRISPR compreende uma proteina Cas9 de
Tipo II complexada com (1) a sequéncia-guia que ¢é
hibridizada para a sequéncia-alvo, e (2) a sequéncia
tracr-mate que é hibridizada para a sequéncia ARNtracr,
em que a sequéncia ARNtracr tem um comprimento de 50 ou

mais nucledtidos.

Um sistema de vetores associado a CRISPR (Cas) (CRISPR

- Repeticgdes Palindrdmicas Curtas Agrupadas e Regularmente

Interpoladas) (CRISPR-Cas) compreendendo um ou mais vetores

compreendendo:

I. um primeiro elemento regulador ligado de modo
funcional a uma sequéncia de nucledétidos que codifica uma
sequéncia de polinucledétidos de ARN gquimérico (ARNqui) do

sistema CRISPR-Cas conforme definido na reivindicacgao 1,
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e
IT. um segundo elemento regulador ligado de modo
funcional a uma sequéncia de nucledétidos que codifica uma
proteina Cas9 de Tipo II compreendendo uma ou mais
sequéncias de localizacdo nuclear, de forca suficiente
para ativar a acumulacgdo da referida proteina Cas9 numa
quantidade detetavel no nucleo de uma célula eucaridtica;
em que os componentes I e II se encontram situados nos

mesmos ou em diferentes vetores do sistema.

3. A composigcao de acordo com a reivindicacéo 1, em que a
enzima CRISPR compreende uma ou mais sequéncias de
localizacgcdo nuclear de forgca suficiente para ativar a
acumulacgcdao da referida enzima Cas9 numa quantidade

detetdvel no nucleo de uma célula eucaridtica.

4, A composicdo de acordo com a reivindicagdo 1, ou o
sistema de vetores de acordo com a reivindicacdo 2, em que
a proteina Cas9 é uma nuclease que direciona a clivagem de

ambos os filamentos do locus do polinucledtido.

5. A composicédo de acordo com a reivindicagdo 1, ou o
sistema de vetores de acordo com a reivindicagdo 2, em que
a proteina Cas9 compreende uma ou mais mutacgdes num dominio
catalitico, e corresponde a uma nickase que cliva apenas um

filamento do locus do polinucledtido.

6. O sistema de vetores de acordo com a reivindicagao 2,
ou qualquer outra reivindicacado dependente da mesma, em gque
a sequéncia de nucledétidos que codifica a proteina Cas9 tem

codbes otimizados para a expressdo numa célula eucaridtica.

7. O sistema de vetores de acordo com a reivindicacgdo 2,
ou qualgquer reivindicacdo dependente da mesma, em que O0S

vetores correspondem a vetores virais.
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3. O sistema de vetores de acordo com a reivindicacgao 7,
em que 0s vetores virais correspondem a vetores
retrovirais, lentivirais, adenovirais, adeno-associados ou

virais de herpes simplex.

9. O sistema de vetores de acordo com a reivindicacgao 2,
ou qualquer reivindicacdo dependente da mesma, em gque O
sistema de vetores compreende codificacdo de sequéncias de
nucledétidos para dois ou mais sinais de localizagdo nuclear
(NLSs) expressados com a sequéncia de nucledétidos que

codifica a proteina Cas9.

10. O sistema de vetores de acordo com a reivindicacao 9,
em que, qgquando expressado, pelo menos um NLS se encontra
no, ou proéximo do, amino-terminal da proteina Cas9 e/ou
pelo menos um NLS se encontra no, ou préximo do, carboxi-

terminal da proteina Cas?9.

11. O sistema de vetores de acordo com a reivindicacédo 9,
em que pelo menos um NLS se encontra no, ou proéximo do,
amino-terminal da proteina Cas9 e pelo menos um NLS se
encontra no, ou proéximo do, carboxi-terminal da proteina
Cas9.

12. Utilizacdo da composicdo de acordo com a reivindicacgédo
1, ou do sistema de vetores de acordo com a reivindicacédo 2
ou qualquer reivindicacdo dependente das mesmas para a
engenharia de genomas, desde que a referida utilizacgdo nao
seja um método para o tratamento do corpo humano ou animal
mediante cirurgia ou terapia, e desde que a referida
utilizacdo nao seja um processo para a modificacao da

identidade genética da linha germinal de seres humanos.

13. A utilizac&o de acordo com a reivindicacédo 12, em que

a engenharia de genomas compreende a modificacd&o de um
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polinucledétido—alvo numa célula eucaridtica, a modificacéo
da expressdo de um polinucledétido numa célula eucaridtica,
a geracdo de uma célula eucaridtica modelo que compreende
um gene de doenca mutante, ou a inativacédo (knocking out)

de um gene.

14. A utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 12, em que
a utilizacdo compreende ainda a reparacgao do referido
polinucledétido-alvo clivado inserindo um polinucledtido de
modelo exdgeno, em que a referida reparacdo resulta numa
mutacadao compreendendo uma insercado, delecdo ou substituicgao

de um ou mais nucledétidos do referido polinucledtido-alvo.

15. A utilizacdo de acordo com a reivindicacéo 12, em que
a utilizacdo compreende ainda a edigdo do referido
polinucledtido—alvo clivado inserindo um polinucledtido de
modelo exdgeno, em que a referida edigdo resulta numa
mutacdo compreendendo uma insercdo, delecdo ou substituicao

de um ou mais nucledétidos do referido polinucledtido-alvo.

l16. A utilizacdo de acordo com a reivindicag¢do 13 ou 14,

em que a insercdo é mediante recombinac¢d&o homdéloga.

17. Utilizacédo da composicao de acordo com a reivindicacéo
1, ou do sistema de vetores de acordo com a reivindicacédo 2
ou qualgquer reivindicacgcdo dependente das mesmas, na
producdo de um animal transgénico ndo humano ou uma planta

transgénica.

Lisboa, 6 de Maio de 2015
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